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1 
1 UVOD 
 
Vse večji problem v svetu predstavljajo večkratno proti antibiotikom odporne bakterije. 
Svetovna zdravstvena organizacija (ang. World Health Organization, WHO) je leta 2017 
objavila seznam bakterij, za katere so nujno potrebni novi antibiotiki. Sestavljen je bil za 
spodbujanje novih raziskav in razvoj novih antibiotikov. Osredotočili so se predvsem na po 
Gramu negativne bakterije, ki so odporne proti več različnim antibiotikom. Seznam je 
razdeljen v tri kategorije glede na nujnost potrebe po novih antibiotikih. Najbolj kritična 
skupina vključuje večkratno odporne bakterije, ki so nevarne predvsem v bolnišnicah in 
domovih za ostarele. Med njimi so Acinetobacter, Pseudomonas in nekatere bakterije iz 
družine Enterobacteriaceae (WHO, 2017). Najbolj zaskrbljujoč je porast odpornosti proti 
beta-laktamskim antibiotikom s širokim spektrom delovanja (ang. extended spectrum beta-
lactamases, ESBL), cefalosporinom tipa AmpC in karbapenemazam. Geni za odpornost 
proti antibiotikom se največkrat nahajajo na konjugativnih plazmidih, krožnih dvoverižnih 
molekulah DNA, ki so sposobne horizontalnega prenosa med dvema celicama, ki sta v 
neposrednem kontaktu. Sposobnost konjugacije je tako razlog za hitro širjenje odpornosti v 
bakterijski populaciji. Vse več večkratno odpornih izolatov je izoliranih ne samo iz kliničnih 
vzorcev, ampak tudi iz domačih živali, živali na kmetijah in hrane. Poročajo tudi o visoki 
prevalenci odpornih sevov v divjih živalih (Dolejska in Papagiannitsis, 2018). 
 
Prav zaradi naraščanja pojava odpornosti proti antibiotikom je najpomembnejša smotrna 
uporaba antibiotikov, ustrezna preventiva in preprečevanje okužb. Pomembne so raziskave 
in nova odkritja tako antibiotikov, kot drugih alternativnih sredstev.  
 
Kot alternativa postaja vse bolj priljubljena uporaba bakteriocinov, toksinov, ki jih 
sintetizirajo bakterije. Nekateri bakteriocini so že v splošni uporabi, kot na primer nizin, ki 
se uporablja od leta 1953, kot konzervans v živilski industriji in kot preventiva v veterini. 
Mlečnokislinske bakterije pogosto producirajo bakteriocine, ki omogočajo porast koristnih 
bakterij z uničevanjem nekoristnih (Kim in sod., 2014). Lahko bi se uporabljali kot naravni 
konzervansi za živila. Za novo protimikrobno zdravilo je bil predlagan kolicin M (Kamenšek 
in Žgur-Bertok, 2013). Je edini kolicin, ki inhibira sintezo peptidoglikana in O-antigena, ki 
je del lipopolisaharida v celični steni po Gramu negativnih bakterij (Harkness in Ölschläger, 
1991). Njegov način delovanja je tak, da deluje na po Gramu negativne in tudi na po Gramu 
pozitivne bakterije (Kamenšek in Žgur-Bertok, 2013). 
 
Širšo uporabnost bakteriocinov kot alternativno sredstvo antibiotikom omejuje kar nekaj 
dejavnikov. Geni za bakteriocine se lahko prenašajo med bakterijami s horizontalnimi 
genskimi prenosi (npr. s konjugacijo), tako lahko patogene bakterije pridobijo imunske gene 
bakteriocinov iz celice proizvajalke, kar pomeni, da bi bakterije postale odporne. Zaradi tega 
je v živilski proizvodnji in v okolju boljša uporaba očiščenega bakteriocina od uporabe 
bakterij, ki producirajo bakteriocine. Nadaljnja omejitev uporabe bakteriocinov je v tem, da 
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posamezni bakteriocini delujejo na specifičen sev. Ker je v naravi veliko več različnih vrst 
patogenov, bo med njimi tudi veliko število takih, ki jih uporaba določenega bakteriocina ne 
more odpraviti. Priprava različnih bakteriocinov v skupno mešanico učinkovin, bi tako lahko 
nadomestila zdravila z enim samim tipom bakteriocina in bi bila uporabna za preventivo 
proti človeškim in živalskim patogenom. Z uporabo metod genetskega inženirstva lahko 
hitro znan bakteriocin spremenimo v novega. Lahko se naredi tudi funkcionalnejše in 
širokospektralnejše bakteriocine za široko uporabo v živilski industriji, živinoreji in 
medicini (Yang in sod., 2014). 
 
Bakteriocini bi tako lahko predstavljali rešitve za probleme z večkratno odpornimi patogeni. 
V skupini za molekularno genetiko Oddelka za biologijo so tako pripravili nov protimikrobni 
dejavnik, ki temelji na konjugacijskem prenosu plazmida z genom za kolicin E7 
(protibakterijski sistem ''kill'' – ''anti-kill'' pOX38a). Gen za kolicin E7 se po prenosu v tarčno 
recipientsko celico izrazi, kar privede do propada tarčne celice. 
 
1.1 NAMEN DELA 
 
Namen magistrske naloge je vizualizirati direkten prenos plazmida z zapisom za kolicin E7 
z mikroskopom, opremljenim z optično pinceto. Z optično pinceto bomo približali donorski 
in recipientski sev, da bi potekla konjugacija. Ugotoviti želimo, kako hitro poteče 
konjugacija in kako hitro zaradi delovanja kolicina E7 propade recipientska celica. Z 
namenom vzpostavitve sistema z optično pinceto bomo najprej uporabili konjugacijski par 
MG1655Ch pKJK5 × DH5α zaradi že znanih fluorescenčnih obarvanosti sevov in 
transkonjugant. V nadaljevanju bomo uporabili konjugacijski par MG1655Ch pUC19i 
pOX38a × DH5α. Ugotoviti želimo tudi delovanje kolicina E7 na recipientski sev v tekočem 
gojišču LB in pufru PBS. Zanimalo nas je ali celica po delovanju kolicina lizira in če se 
spremeni prepustnost membrane in omogoči vstop propidijevega jodida. 
 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
 
• Z optično pinceto lahko približamo donorsko in recipientsko celico, da med njima 
poteče konjugacija. 
• Z uporabo različnih fluorescenčnih barvil lahko ugotovimo hitrost prenosa 
konjugativnega plazmida in hitrost delovanja protibakterijskega sistema ''kill'' – 
''anti-kill'' pOX38a. 
• Kolicin E7, ki je DNaza, ne lizira celice. 
• Celica, ki propade zaradi delovanja kolicina E7, spremeni prepustnost membrane.  
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 BAKTERIJA Escherichia coli  
 
Escherichia coli (E. coli) je po Gramu negativna bakterija, ki jo najdemo v prebavilih ljudi 
in drugih organizmov s stalno telesno temperaturo. Celice v dolžino merijo med 2 in 3 µm 
in v širino približno 0,5 µm (Madigan in sod., 2009). Uvrščamo jo v rod Escherichia, družino 
Enterobacteriaceae in razred Gammaproteobacteria (Nataro in Kaper, 1998). Je 
nesporogena in po obliki paličasta bakterija. Lahko je negibljiva ali gibljiva s peritrihimi 
flageli. Je oksidaza negativna in katalaza pozitivna. Spada med fakultativno anaerobne 
kemoorganotrofne proteobakterije in za rast uporablja širok spekter virov energije, kot so 
sladkorji, aminokisline, organske kisline in drugo. Ni pa zmožna rasti na kompleksnih 
polisaharidih. Energijo lahko pridobiva z respiratornim in fermentativnim metabolizmom. 
V črevesnem traktu ima pomembno vlogo, ker sintetizira vitamine, zlasti vitamin K. 
Prispeva tudi k temu, da v debelem črevesju vzdržuje anaerobno okolje s porabo kisika in 
da ščiti gostitelja pred drugimi patogenimi bakterijami (Madigan in sod., 2009). 
Serotipizacija E. coli poteka na podlagi njihovih somatskih (O), flagelarnih (H) in 
kapsularnih (K) površinskih antigenov (Nataro in Kaper, 1998).  
 
E. coli je eden glavnih modelnih organizmov, njen podvojevalni čas pri optimalnih rastnih 
pogojih je približno 20 minut (Jang in sod., 2017). Zaradi enostavnega gojenja te bakterije 
in razpoložljivosti celotnega zaporedja genoma se uporablja v najrazličnejših aplikacijah v 
medicini in industriji. Je najbolj uporaben mikroorganizem na področju tehnologije 
rekombinantne DNA (Allocati in sod., 2013). V raziskavah se uporablja referenčni sev K-
12, ki je najbolj raziskan. Njegov genom je krožne oblike in dolg 4,64 × 106 bp. Pogosto se 
poleg kromosoma v celicah nahajajo izvenkromosomski elementi DNA - plazmidi. Ti se 
lahko prenašajo med bakterijskimi celicami s konjugacijo, transdukcijo in transformacijo 
(Madigan in sod., 2009). E. coli se pogosto uporablja tudi kot indikator za fekalno 
onesnaženje. Bakterija poleg v črevesju lahko živi tudi v zemlji in vodi (Jang in sod., 2017). 
 
Večina sevov E. coli je komenzalov v gastrointestinalnem traktu in gostitelju redko 
povzročajo bolezni. Kljub temu je E. coli eden najpogostejših povzročiteljev širokega 
spektra bolezni. Patogeni sevi so razvrščeni v skupine na podlagi virulentnih dejavnikov in 
kliničnih simptomov gostitelja. Razvrščeni so v dve večji skupini, v črevesne patogene in 
zunajčrevesne patogene E. coli. Črevesne patogene seve E. coli (ang. intestinal pathogenic 
E. coli, IPEC) delimo na enteropatogene, enterohemoragične, enterotoksigene, 
enteroagregativne, enteroinvazivne in difuzno-adherentne. V skupino zunajčrevesnih 
patogenih E. coli (ang. extraintestinal pathogenic E. coli, ExPEC) uvrščamo tiste, ki 
povzročajo okužbe sečil, sepso in meningitis in tudi drugih anatomskih mest (Allocati in 
sod., 2013). Najpogostejše so okužbe urinarnega trakta pri ženskah (Madigan in sod., 2009).  
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2.2 KONJUGACIJA 
 
Pri bakterijah poznamo tri različne tipe horizontalnih prenosov genetskega materiala. To so 
transformacija, transdukcija in konjugacija (Madigan in sod., 2009). Konjugacija je prenos 
genetskega materiala ob neposrednem stiku donorske in recipientske bakterijske celice. 
Konjugacija je široko razširjen proces in je prisotna med različnimi kraljestvi. Vse 
informacije, ki so potrebne za prenos, so zapisane na konjugativnih plazmidih ali integriranih 
konjugativnih elementih (ang. integrative conjugative element, ICE), ki so vstavljeni v 
kromosomu. Konjugativni plazmidi imajo pogosto zapise za rezistence proti antibiotikom 
(Cabezon in sod., 2015). Celico, ki ima konjugativen plazmid, imenujemo donorska celica. 
Celico, ki je brez konjugativnega plazmida, pa recipientska celica. Po vzpostavitvi fizičnega 
kontakta med donorsko in recipientsko celico (nastanku paritvene pore), se DNA prenese iz 
donorske v recipientsko celico. Poleg konjugativnega plazmida se med konjugacijo lahko 
prenesejo nekateri drugi genetski elementi, na primer del kromosoma donorske celice 
(Madigan in sod., 2009).  
 
Konjugacija je pomembna pri razširjanju odpornosti proti antibiotikom in virulentnih 
dejavnikov v bakterijski populaciji. Plazmidi so torej ključni pri evoluciji bakterijskih 
rezistenc in za razširjanje odpornosti proti antibiotikom. Konjugativni plazmidi so 
najpomembnejši pri razširjanju genov v družinah Enterobacteriaceae in Enterococcaceae, 
kamor spadajo najpomembnejši patogeni (Alvaro, 2018). 
 
2.2.1 Mehanizem konjugacijskega prenosa DNA 
 
Konjugacijo lahko delimo na tri zaporedne procese, ki jih posredujejo trije kompleksi: 
relaksosom, membranski sistem izločanja tipa IV in vezavni protein oziroma pil. Pil 
sintetizira donorska celica in omogoča vzpostavitev kontakta med donorsko in recipientsko 
celico. Ob kontaktu donorske in recipientske celice proteinski kompleks, ki ga imenujemo 
relaksosom, obda zaporedje DNA na mestu oriT. Protein relaksaza deluje kot endonukleaza 
in reže DNA na specifičnem mestu oriT, da se prenos enoverižne DNA začne. Relaksaza je 
torej ključna za začetek prenosa (Llosa in de la Cruz, 2004). Sistem izločanja tipa IV 
imenujemo tudi transferosom. Ta v celični steni tvori transportni kanal (paritveno poro), 
skozi katerega se prenese enoverižna linearna plazmidna molekula DNA (Smillie in sod., 
2010). Hkrati se v donorski in recipientski celici plazmidna DNA podvoji po mehanizmu 
kotalečega se kroga, se zaokroži in nastane funkcionalni plazmid. Po končanem procesu 
imata tako donorska in recipientska celica kompleten plazmid. Bakterije transferosom 
uporabljajo za prenos tako proteinov kot DNA. Če se prenešen plazmid lahko obdrži v 
recipientski celici, potem postane recipientska celica donorska celica in lahko prenaša 
plazmid v druge recipientske celice. Zaradi tega so konjugativni plazmidi zmožni hitrega 
širjenja med bakterijami. Konjugativni plazmidi se lahko tudi spontano izgubijo, če ni 
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selekcijskega pritiska za njihovo ohranitev. Plazmidi, ki imajo rezistence proti antibiotikom, 
se tako lahko izgubijo, če v njihovem okolju ni antibiotika (Madigan in sod., 2009). 
 
2.2.2 Konjugativni plazmidi  
 
Plazmidi, ki omogočajo svoj prenos iz celice v celico ob neposrednem stiku obeh celic, se 
imenujejo konjugativni plazmidi. Najbolj raziskan je plazmid F. Konjugativni prenos 
plazmida F in njemu podobnih plazmidov je kontroliran s skupino genov tra. Regija tra 
vsebuje gene, ki kodirajo proteine za prenos DNA in njeno podvojevanje, za formacijo 
paritvenega para in sintezo pila. Pil je struktura na površini, ki je nujno potrebna za 
konjugacijo. Pile sintetizirajo samo donorske celice. Konjugativni plazmidi imajo lahko 
različne regije tra in različne strukture pilov. Pil omogoča povezavo med donorsko in 
recipientsko celico. Poleg regije tra imajo konjugativni plazmidi regije z geni za 
podvojevanje in integracijo DNA. Na plazmidu je tudi mesto oriT, mesto od koder se začne 
prenos DNA med konjugacijo. Pri prenosu plazmida F označujemo donorsko celico F+ in 
recipientsko celico F–. Po končani konjugaciji dobimo dve F+ celici. Konjugativni plazmidi 
se lahko tudi vgradijo v kromosom recipientske celice ali se plazmidni geni rekombinirajo z 
genomom recipientske celice. Poleg lastnega prenosa lahko posredujejo prenos ostalih 
plazmidov in delov kromosoma (Madigan in sod., 2009).  
 
2.2.3 Protibakterijski sistem »kill« - »anti – kill«, ki temelji na konjugaciji 
 
Protibakterijski sistem »kill« - »anti – kill«, ki temelji na konjugaciji, sestavljata dva gena. 
Gen »kill«, ki kodira toksičen produkt in je zapisan na konjugativnem plazmidu, in gen 
»anti – kill«, ki kodira imunost proti toksičnemu produktu in je zapisan v kromosomu. 
Konjugativni plazmid prenese gen »kill« v recipientsko celico, kjer se izrazi in povzroči 
propad celice. Starčič Erjavec in sod. so predvidevali, da se tak sistem lahko uporabi tudi za 
kolicine. Konstruirali so donorski sev z genom za kolicin E7 na konjugativnem plazmidu in 
genom za imunost proti kolicinu E7 na kromosomu. Gen za kolicin E7 kodira DNazo, ki 
povzroči propad recipientske celice. Kot donorski sev so uporabili znan probiotični sev 
E. coli Nissle 1917 (Starčič Erjavec in sod., 2015). 
  
2.3 BAKTERIOCINI 
 
V ekološki niši se med različnimi mikroorganizmi vzpostavi kompeticija za hranila in 
prostor. Mnogo vrst je razvilo sintezo različnih protibakterijskih molekul, ki delujejo 
bakteriostatično ali bakteriocidno. Te molekule so širokospektralni antibiotiki, eksotoksini, 
lizocimi in bakteriocini (Kim in sod., 2014). Bakteriocini so ribosomsko sintetizirani 
protimikrobni proteini, ki jih sintetizirajo različne vrste po Gramu pozitivnih in negativnih 
bakterij in delujejo na širok ali ozek spekter bakterij, pri čemer so celice proizvajalke teh 
protimikrobnih proteinov proti njim odporne (Cascales in sod., 2007). Prvi bakteriocin je 
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odkril Andre Gratia leta 1925 pri E. coli. Danes so bakteriocini najpogostejši in najbolj 
raznoliki med protibakterijskimi molekulami.  
 
Bakteriocini delujejo na enega izmed spodnjih treh načinov: 
- depolarizirajo membrano z nastankom pore v membrani, 
- imajo nukleazno aktivnost,  
- hidrolizirajo celično steno ali inhibirajo sintezo celične stene. 
 
Geni za sintezo bakteriocinov so zapisani na transpozonih, plazmidih ali kromosomu 
(Cursino in sod., 2002). Bakteriocini so poimenovani po organizmu, ki jih sintetizira, tako 
bakteriocine E. coli imenujemo kolicini. 
 
Nekateri bakteriocini inhibirajo sistem za zaznavanje celične gostote (ang. Quorum Sensing, 
QS). Mikroorganizmi za obrambo v naravi raje uporabljajo inhibiranje QS, kot ubijanje 
celic. Glede na dosedanje študije se kaže, da je prvotna naloga bakteriocinov signaliziranje 
ter omejevanje in ne ubijanje. Ubijanje se pojavi pri višjih koncentracijah bakteriocinov, ki 
običajno niso prisotne v naravnem okolju mikroorganizmov (Chikindas in sod., 2018). 
 
 
Slika 1: Različni mehanizmi delovanja bakteriocinov (prirejeno po Yang in sod., 2014). 
2.3.1 Uporaba bakteriocinov 
 
Uporaba bakteriocinov je osredotočena predvsem na hrano in zdravje ljudi. Že vrsto let je v 
uporabi bakteriocin nizin, ki ga sintetizira bakterija Lactococcus lactis (Chikindas in sod., 
2018). V proizvodnji sira se uporabljajo mlečnokislinske bakterije, ki producirajo 
bakteriocine in s tem vplivajo na sestavo mikrobiote, preprečujejo kvarjenje sira ter 
inhibirajo rast patogenih bakterij. V živilski industriji se bakteriocine torej lahko uporablja 
kot zaščita pred kontaminacijami ali za preprečevanje rasti patogenih bakterij. Bakteriocine, 
ki delujejo na ozek spekter bakterij, se lahko uporablja proti točno določenemu sevu, ki 
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prevladuje v ekosistemu. S tem lahko vplivamo na različne fizikalne, fiziološke in kemijske 
parametre v hrani (pH,..). Poleg živilske industrije se bakteriocini kažejo potencialni kot 
terapevtska sredstva za farmacevtsko uporabo (Cotter in sod., 2005). Kažejo se možnosti 
razvoja bakteriocinov v antibiotike naslednje generacije, pa tudi v zdravila za zdravljenje 
raka. Nagibajo se h kombinaciji konvencionalnih zdravil z novimi in naravno pridobljenimi 
protimikrobnimi snovmi za boljšo učinkovitost (Chikindas in sod., 2018). Problem uporabe 
bakteriocinov pa so hitre mutacije receptorjev in translokacijskih sistemov za bakteriocine 
in s tem hiter pojav odpornosti proti njim (Budič in sod., 2011). 
 
2.3.2 Kolicini 
 
Kolicini so bakteriocini, ki jih sintetizirajo nekateri sevi E. coli in so toksični za sorodne 
seve in ne za tiste, ki jih sintetizirajo. Kolicine sintetizira 30 % naravno prisotnih sevov 
E. coli (Riley in Gordon., 1992). Zapisi za kolicine so na plazmidih, ki jih imenujemo 
kolicinogeni plazmidi (plazmidi Col). Ti imajo običajno tri gene: strukturni gen kil za 
kolicin, gen imm za strukturo proteina imunosti (odpornost proti kolicinu) in gen, ki kodira 
protein za lizo. Protein lize omogoča sproščanje kolicina iz celice (Cursino in sod., 2002). 
Naravna odpornost proti kolicinu je imunski protein, ki ga celica hkrati sintetizira za 
inaktivacijo kolicina (Cascales in sod., 2007).  
 
Sinteza kolicina je uravnana z odzivom SOS oziroma s proteinoma LexA in RecA. Protein 
LexA je vezan na promotor SOS in zavira izražanje gena za kolicin. RecA zazna poškodbo 
DNA in inaktivira protein LexA, kar sproži sintezo kolicina. Kolicini imajo tri funkcionalne 
domene; domeno za vezavo na receptor na gostiteljski celici, domeno za prehajanje skozi 
zunanjo membrano in citotoksično domeno. Kolicini delujejo po principu ena molekula 
kolicina ubije eno celico (Kim in sod., 2014).  
 
Kolicine razvrščamo v skupine glede na njihove receptorje. Kolicini se vežejo na specifične 
receptorje na površini bakterije. Na isti receptor se lahko veže več različnih kolicinov. Vsaka 
skupina je poimenovana s svojo črko in če se veže na isti receptor več kolicinov, se črki doda 
številka. Receptorji so proteini zunanje membrane, ki omogočajo prehod specifičnih 
nutrientov. Druga delitev je glede na sistem translokacije. Glede na to kolicine delimo v dve 
skupini: A in B. Kolicini skupine A se translocirajo v bakterije preko zunanje membrane s 
sistemom Tol, kolicini skupine B pa uporabljajo sistem Ton (Cascales in sod., 2007). 
Kolicini skupine A so kodirani na majhnih plazmidih s proteinom lize in se lahko sprostijo 
iz celice, kolicini skupine B so kodirani na velikih plazmidih brez proteina lize (Yang in 
sod., 2014). Glede na mehanizem delovanja kolicina (citotoksična aktivnost), razlikujemo 
tri različne skupine kolicinov: kolicine, ki imajo nukleazno aktivnost (RNaza ali DNaza), 
kolicine, ki inaktivirajo sintezo celične stene in kolicine, ki depolarizirajo membrano 
(Cascales in sod., 2007). 
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2.3.2.1 Kolicin E7  
 
Kolicin E7 spada v skupino A, kar pomeni, da za translokacijo uporablja sistem Tol. Glede 
na receptor kolicin uvrščamo v skupino E. Receptor kolicina E7 je BtuB, ki je tudi receptor 
vitamina B12. Kolicin E7 ima endonukleazno aktivnost in nespecifično reže DNA (Chak in 
sod., 1991). Kolicin E7 ne deluje na producirajočo celico, ker je v celici producentki z visoko 
afiniteto na DNazno domeno kolicina specifično vezan protein imunosti Im7, ki tako 
preprečuje DNazno delovanje kolicina E7. Gre za najmočnejšo vezavo protein-protein. 
Poznane so kristalne strukture nukleazne domene kolicina E7, encimskega inhibtorja Im7, 
kompleksa encim-inhibitor in kompleksa encim-substrat. Kompleks encim-inhibitor je zelo 
tesen in specifičen (Ko in sod., 1999). Cel kompleks se sprosti iz producirajoče celice in išče 
primerno celico, ki ima na zunanji membrani receptor BtuB in translokator OmpF. Kolicin 
za translokacijo skozi zunanjo membrano uporabi translokator OmpF in sistem translokacije 
Tol. Komponente sistema so TolQ, TolR, TolA, TolB in Pal. TolA je v zunanji membrani in 
TolB je v periplazemskem prostoru. Ker je kolicin DNaza mora tudi skozi notranjo 
membrano. Ob vezavi na receptor BtuB se citotoksična endonukleazna domena odcepi iz 
kompleksa in prenese v citoplazmo s proteazo FtsH in proteini Tol. Protein imunosti Im7 se 
ob tem sprosti v okolje (Kim in sod., 2014).  
 
 
Slika 2: Model vezave na receptor in translokacije kolicina E7 (prirejeno po Kim in sod., 2014). 
Kolicin E7 spada v skupino proteinov HNH oziroma med endonukleaze HNH. Jedro 
aktivnega mesta endonukleaze je struktura 32 aminokislin, znanih kot motiv HNH (James in 
sod., 2002). Ohranjen motiv HNH se nahaja na C-terminalnem delu kolicina. Kristalna 
struktura nukleazne domene v kompleksu s proteinom imunosti pokaže strukturo motiva 
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HNH. (Hsia in sod., 2004). Motiv je sestavljen iz dveh antiparalelnih trakov beta povezanih 
z vijačnico alfa s centralno vezanim cinkovim ionom, ki je vezan na tri histidine. Cinkov ion 
je pomemben za stabilizacijo strukture in katalitično hidrolizo. Inhibitor Im7 blokira 
vezavno mesto za substrat (DNA) in ne HNH endonukleazno aktivno mesto. S tem inaktivira 
endonukleazno aktivnost v producirajoči celici. DNaza je aktivna po sprostitvi proteina 
inhibitorja. Kolicin E7 povzroči celično smrt ali apoptozo z degradacijo kromosomske DNA. 
Nukleazna domena kolicina E7 cepi dvoverižno DNA ob prisotnosti dvovalentnih kovinskih 
ionov (Ku in sod., 2002). Na DNA se veže kot monomer z motivom HNH. Minimalna 
dolžina DNA, katero lahko reže je 7 baznih parov. Oligonukleotide, ki so krajši od 7 baznih 
parov, nukleaza ne more rezati. Domnevajo, da se krajša molekula DNA veže s premajhno 
afiniteto na vezavno mesto ali je prekratka za vezavo na vezavno in aktivno mesto hkrati, da 
bi endonukleaza na njo delovala. Študije so pokazale, da ima nukleaza kolicina E7 tudi 
RNazno aktivnost (Hsia in sod., 2004).  
 
2.4 MIKROSKOPIRANJE 
 
2.4.1 Optična pinceta 
 
Pojav laserja je prinesel nove koncepte in aplikacije optičnih sil. Optične pincete so 
instrumenti, pri katerih močno fokusiran laserski žarek ustvari t.i. optično past. Omogočajo 
tridimenzionalno lovljenje in manipuliranje širokega spektra mikroskopskih in 
nanoskopskih delcev. Z njimi je možno manipulirati bakterije in celice, posredno pa tudi 
biomolekule in viruse. Celotno optično silo na sferični delec v optični pasti lahko razdelimo 
na dve komponenti – sipalno silo (fotonski pritisk) in gradientno silo. Sipalna sila, ki je 
sorazmerna z intenziteto svetlobe, delec potiska v smeri širjenja laserskega žarka, torej ven 
iz pasti. Gradientna sila, sorazmerna z gradientom svetlobne intenzitete, vleče delec proti 
gorišču laserskega žarka. Če je gradientna sila večja od sipalne sile, je delec stabilno ujet v 
optični pasti. Za nesferične delce je situacija kompleksnejša in manj jasna (Polimeno in sod., 
2018). Glavna naloga pri modeliranju delcev v optični pasti je izračun optične sile s pomočjo 
teorije elektromagnetnega polja. Najpomembnejše lastnosti optične pasti lahko opišemo s 
petimi količinami. To so: moč pasti, radialna moč pasti, ravnotežni položaj, radialna vzmetna 
konstanta in aksialna vzmetna konstanta (Nieminen in sod., 2014). 
 
2.4.1.1 Uporaba optične pincete 
 
Optična pinceta se uporablja tako, da je vir laserske svetlobe povezan s svetlobnim 
mikroskopom. Stabilnejše pasti dobimo, če je optična pinceta povezana z invertnim 
mikroskopom, ker je laserski žarek usmerjen navzgor in je gravitacijska sila nasprotna 
fotonskemu pritisku. Z deljenjem laserskega žarka je možno ustvariti več pasti in jih 
premikati v realnem času (Polimeno in sod., 2018). Pinceta se uporablja na številnih 
raziskovalnih področjih. Na področju biologije se uporablja za študije, ki vključujejo 
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kvantitativno merjenje sil in biofiziko celic. Preiskujejo in določajo mehanske in elastične 
lastnosti rdečih krvnih celic. V bioloških raziskavah je zanimiva manipulacija organelov v 
živih celicah (Henon in sod., 1999). Z optično pinceto lahko ujamejo in manipulirajo 
mikromehurčke, ki so napolnjeni z zrakom. Ti so velik izziv zaradi njihovega vzgona in 
nižjega lomnega količnika od medija. Uporablja se tudi v nanotehnologiji, spektroskopiji, 
nanotermodinamiki in drugod (Polimeno in sod., 2018). 
 
2.4.2 Fluorescenčna mikroskopija 
 
Fluorescenčna mikroskopija je visoko občutljiva svetlobna mikroskopija, ki omogoča 
spremljanje fluorescence ene vrste molekul. S tem lahko opazujemo dogajanje posamezne 
biomolekule v realnem času. Metoda temelji na fokusiranem žarku svetlobe določene 
valovne dolžine, ki povzroči vzbujanje elektronov v molekulah iz osnovnega stanja v 
vzbujeno stanje, ti pa ob prehajanju nazaj v osnovno stanje izsevajo svetlobo oziroma fotone 
nižje energije daljše valovne dolžine. Vsak posamezen fluorofor ima vzbujevalni in izsevalni 
spekter optimalnih valovnih dolžin (Yokota, 2019). Celice lahko fluorescirajo, ker naravno 
vsebujejo fluorescenčne snovi (klorofil) ali druge fluorescenčne komponente 
(avtofluorescenca). Celice lahko fluorescirajo zaradi barvanja s fluorescenčnimi barvili 
(Madigan in sod., 2009). Detekcija fluorescence ene molekule zahteva svetlo, stabilno in 
dolgotrajno oddajanje fotonov. Dokler ni fluorofor ireverzibilno uničen oziroma dokler ne 
pride do bledenja lahko ena fluorescenčna molekula ustvari na tisoče fotonov. Bistveno pri 
fluorescenčni mikroskopiji je zmanjševanje ozadja, ki je posledica nespecifične adsorbcije 
fluorescenčnih proteinov na stekelce in avtofluorescence (Yokota, 2019). 
 
2.4.2.1 Fluorescenčni proteini  
 
Fluorescenčni proteini omogočajo neposredno spremljanje lokacije tarčnih proteinov in 
posredno vizualizacijo genske ekspresije, merjenje proteinskih interakcij ter lahko delujejo 
kot biosenzorji za celično signalizacijo. Uporabljajo se lahko za označevanje različnih genov 
v celici (Giepmans in sod., 2006). Predvsem se uporabljajo v živih celicah, ker je gen za 
fluorescenčni protein enostavno vnesti v celico z genskim inženirstvom in kloniranjem, ter 
imajo širok spekter valovnih dolžin. Vneseni gen mora biti pod vplivom promotorja. Lahko 
je tudi fluorescenčni protein fizično vezan na tarčni protein. Uporabno je zaradi vklopa in 
izklopa fluorescenčnih proteinov v celici. Njihova slabost v fluorescenčni mikroskopiji je 
nizka svetlost in hitro bledenje fluorescence (Yokota, 2019). Obstaja ogromno različnih 
fluorescenčnih proteinov raznih barv, svetlosti in fotostabilnosti. V celici se lahko uporablja 
več različnih proteinov, vendar se morajo spektri fluorokromov čim manj prekrivati (Duwe 
in Dedecker, 2019). 
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2.4.2.1.1 Zeleni fluorescenčni protein 
 
Zeleni fluorescenčni protein (ang. green fluorescent protein, GFP) je zelo razširjen v 
raziskavah. Je sorazmerno majhen, velik 238 aminokislin, inerten, nestrupen globularni 
protein. Njegov zapis se zlahka vnese v genom. V celici se nato gen za GFP izrazi in nastali 
protein brez težav difundira po celici. S tem se omogoča vizualizacijo tarčnih celic ali 
proteinov v živih ali fiksiranih vzorcih. GFP za tvorbo kromoforja potrebuje le molekularni 
kisik in ne potrebuje drugih kofaktorjev (Zimmer, 2002). Absorbcijski oziroma eksitacijski 
spekter ima vrh pri 484 nm, emisijski spekter pri 508 nm. Absorbira modro do ultravijolično 
svetlobo, nato pa oddaja zeleno svetlobo. Sinteza GFP kromoforja je počasna in zahteva 
prisotnost kisika. Ker je sinteza kromoforja počasna, GFP ni primeren za detekcijo proteinov 
s kratko življenjsko dobo. V naši raziskavi smo uporabili GFP, ki je uravnan s promotorjem 
lacIq (Phillips, 2001). 
 
2.4.2.1.2 Rdeči fluorescenčni protein mCherry 
 
Rdeči fluorescenčni proteini, ki so monomerni, so poimenovani po sadju (Shaner in sod., 
2004) in so še posebej primerni za označevanje in sledenje celičnih procesov in vivo. Eden 
najbolj uporabnih je mCherry (Regmi in sod., 2013). Uporabni so in vivo zato, ker imajo 
absorbcijo in emisijo svetlobe v rdečem spektru, kjer je avtofluorescenca celic zelo nizka 
(Goulding in sod., 2008). Anaerobni pogoji oziroma zmanjšanje dostopnosti molekularnega 
kisika do kromoforja poveča fotostabilnost oziroma zmanjša bledenje fluorescence. Ker pa 
je za tvorbo kromoforja ključen molekularni kisik, je razumevanje poti difuzije kisika v 
fluorescenčnih proteinih zelo pomembno. Difuzija kisika skozi kanale v proteinu je 
enostavna in je vzrok visoke občutljivosti za bledenje fluorescence (Regmi in sod., 2013). 
Absorbcijski oziroma eksitacijski spekter za protein mCherry ima vrh pri 587 nm, emisijski 
spekter pa pri 610 nm. 
 
2.4.2.2 Propidijev jodid 
 
Propidijev jodid (ang. propidium iodide, PI) je interkalirajoče fluorescenčno barvilo, ki se 
veže na dvoverižno DNA. Njegov absorbcijski oziroma eksitacijski spekter ima vrh pri 
494 nm, emisijski spekter pa pri 617 nm. Uporablja se v pretočni citometriji za spremljanje 
viabilnosti celic in za analizo prisotnosti DNA v celičnem ciklu. V mikroskopiji se uporablja 
za vizualizacijo jedra in drugih organelov, ki vsebujejo DNA. Najpogosteje se uporablja za 
identifikacijo mrtvih celic, saj je membrana živih celic neprepustna in PI ne more prehajati 
skozi. Zato žive celice ostanejo neobarvane. Ena molekula barvila se veže na 4–5 baznih 
parov. PI se veže na fragmentirano DNA. Zamreženje barvila z DNA omogočajo azidne 
skupine pri izpostavljenosti svetlobi. V raziskavi smo uporabili 100 µM PI, ki še nima 
citotoksičnih učinkov (Fittipaldi in sod., 2012). 
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3 MATERIALI IN METODE 
 
3.1 MATERIALI 
 
3.1.1 Bakterijski sevi  
 
V nalogi smo uporabili seve, ki so povzeti v preglednici 1. 
 
Preglednica 1: Sevi E. coli, uporabljeni v magistrski nalogi. 
Sev Genotip in fenotip Vir 
DH5α  
thi-1 hsdR17 gyrA96 recA1 endA1 glnV44 relA1 
Φ80dlacZΔM15 ΔlacU169 phoA8 
NCCB (sev PC2955) 
MG1655Ch pKJK5  lacI-pLpp-mCherry-Km
r pKJK5::Plac::gfp Klümper in sod., 2015 
N4i pOX38a (ŽP)  
Nissle 1917 (EcN) immE7 Gmr (N4i) s 
plazmidom pOX38:Cm z colE7 
Petkovšek, 2012 
MC4100 pUC19i 
 
pUC19 z immE7 Apr Petkovšek, 2012 
MRU1 
 
N4i s plazmidom pOX38 Rumpret, 2014 
BZB2110 
 
sev E. coli s plazmidom pColE7-K317 NCCB (sev PC4209) 
MG1655Ch 
 
lacI-pLpp-mCherry-Kmr Ta raziskava 
MG1655Ch pUC19i 
lacI-pLpp-mCherry-Kmr s plazmidom pUC19 z 
immE7 Apr 
Ta raziskava 
MG1655Ch pUC19i pOX38 
 
lacI-pLpp-mCherry-Kmr s plazmidoma pUC19 z 
immE7 Apr in pOX38 
Ta raziskava 
MG1655Ch pUC19i pOX38a 
lacI-pLpp-mCherry-Kmr s plazmidoma pUC19 z 
immE7 Apr in pOX38:Cm z colE7 
Ta raziskava 
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3.1.2 Plazmidi 
 
3.1.2.1 Plazmid pKJK5 
 
 
Slika 3: Karta plazmida pKJK5 (prirejeno po Bahl in sod., 2007). 
Plazmid pKJK5 je velik 54.383 bp in je konjugativni plazmid. Ima gen za rezistenco proti 
trimetoprimu. Na sliki 3 je prikazana karta plazmida pKJK5, preden so ga Klümper in sod. 
(2015) modificirali. Plazmid, ki smo ga uporabili, so Klümper in sod. modificirali tako, da 
so nanj dodali gen za zeleni fluorescenčni protein GFP, ki se nahaja za promotorjem lacIq, 
ki je uravnan z represorjem LacIq. Sev s tem plazmidom smo uporabili kot donor pri 
konjugaciji. 
 
3.1.2.2 Plazmid pUC19i 
 
Plazmid pUC19i je nekonjugativni plazmid in je derivat plazmida pUC19. Ima gen za 
rezistenco proti ampicilinu in v poliklonskem mestu vključen gen za imunski protein 
kolicina E7 (Starčič Erjavec in sod., 2015). 
 
3.1.2.3 Plazmid pOX38 
 
Plazmid pOX38 je velik 55.000 bp in je konjugativni plazmid. Je derivat plazmida F. Ima 
gen za rezistenco proti kloramfenikolu (Starčič Erjavec in sod., 2015). 
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3.1.2.4 Plazmid pOX38a 
 
Plazmid pOX38a je derivat plazmida pOX38. Ima gen za rezistenco proti kloramfenikolu in 
dodan gen za kolicin E7 (colE7) (Starčič Erjavec in sod., 2015). 
 
3.1.3 Gojišča 
 
3.1.3.1 Priprava tekočega gojišča Luria-Bertani (LB) 
 
Za pripravo tekočega gojišča LB smo v destilirani vodi raztopili 25 g/L osnove za gojišče 
LB. Gojišče smo pripravili v čaši in ga odpipetirali v epruvete ali v erlenmajerice. 
Sterilizirali smo jih z avtoklaviranjem 15 minut pri 121 °C. 
 
3.1.3.2 Priprava tekočih gojišč LB z antibiotiki 
 
Tekoča gojišča LB z antibiotiki smo pripravili po enakem postopku kot tekoče gojišče LB 
brez antibiotika. Pred uporabo smo dodali ustrezno količino določenega antibiotika, kot je 
navedeno v preglednici 2. 
 
Preglednica 2: Založne in končne koncentracije antibiotikov. 
Antibiotik 
Založna koncentracija 
[mg/mL] 
Končna koncentracija 
[µg/mL] 
Ampicilin  100 100 
Gentamicin 40 15 
Kanamicin 50 50 
Kloramfenikol  50 20 
Nalidiksična kislina  100 25 
Trimetoprim  40 10 
 
3.1.3.3 Priprava tekočega minimalnega gojišča M9 
 
Za pripravo tekočega minimalnega gojišča M9 smo najprej pripravili soli M9. Za 100 mL 
soli M9 smo v infuzijsko steklenico dodali 80 mL destilirane vode, 6,4 g Na2HPO4 × 7H2O, 
1,5 g KH2PO4, 0,25 g NaCl in 0,5 g NH4Cl. Vse skupaj smo raztopili z mešanjem na 
magnetnem mešalu in dolili destilirano vodo do 100 mL. Na koncu smo sterilizirali z 
avtoklaviranjem 15 minut pri 121 °C.  
 
Za 100 mL tekočega minimalnega gojišča M9 smo v 79,79 mL sterilne destilirane vode 
sterilno dodali 20 mL soli M9, 0,2 mL 1 M MgSO4 in 10 µL 1 M CaCl2. 
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Predhodno smo pripravili sterilne raztopine 1 M MgSO4 in 1 M CaCl2 z avtoklaviranjem 15 
minut pri 121 °C.  
 
3.1.3.4 Priprava tekočega minimalnega gojišča M9 z glukozo 
 
Za pripravo 100 mL tekočega minimalnega gojišča M9 z 0,4 % glukozo smo v 77,79 mL 
sterilne destilirane vode sterilno dodali 20 mL soli M9, 0,2 mL 1 M MgSO4, 10 µL 1 M 
CaCl2 in 2 mL 20 % glukoze.  
 
Predhodno smo pripravili sterilne raztopine 1 M MgSO4 in 1 M CaCl2 z avtoklaviranjem 15 
minut pri 121 °C. Glukozo smo sterilizirali s filtriranjem. 
 
3.1.3.5 Priprava trdnega gojišča LB 
 
Za pripravo trdnega gojišča LB v petrijevkah (plošče LB) smo v destilirani vodi raztopili 
25 g/L osnove za gojišče LB in 15 g/L agarja. Raztopino smo sterilizirali z avtoklaviranjem 
15 minut pri 121 °C. Po avtoklaviranju smo gojišče ohladili v vodni kopeli pri 55 °C. Gojišče 
smo premešali na magnetnem mešalu in ga razlili v sterilne plastične petrijevke, ter pustili, 
da se strdi. 
 
3.1.3.6 Priprava trdnih gojišč LB z antibiotiki 
 
Trdna gojišča LB z antibiotiki smo pripravili po enakem postopku kot trdno gojišče LB. Pred 
razlivanjem, ko je bilo gojišče ohlajeno na približno 55 °C, smo sterilno dodali ustrezno 
količino antibiotika (preglednica 2) in dobro premešali na magnetnem mešalu. Gojišče smo 
razlili v sterilne plastične petrijevke. 
  
3.1.3.7 Priprava mehkega agarja LB 
 
V stekleno čašo smo v ustrezno količino destilirane vode dodali 25 g/L osnove za gojišče 
LB in 7,5 g/L agarja. Vse skupaj smo segrevali v mikrovalovni pečici, da se je agar raztopil. 
Nato smo gojišče odpipetirali v male epruvete in vse skupaj sterilizirali z avtoklaviranjem 
15 minut pri 121 °C. 
 
3.1.3.8 Priprava trdnega gojišča MacConkey-agar 
 
Za pripravo trdnega gojišča MacConkey-agar (plošče MAC) smo v destilirani vodi raztopili 
50 g/L osnove za trdno gojišče MacConkey-agar in premešali na magnetnem mešalu. 
Raztopino smo sterilizirali z avtoklaviranjem 15 minut pri 121 °C in nato ohladili v vodni 
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kopeli pri 55 °C. Ohlajeno gojišče smo razlili v sterilne plastične petrijevke in pustili, da se 
strdi.  
 
3.1.3.9 Priprava trdnih gojišč MacConkey-agar z antibiotiki 
 
Trdna gojišča MacConkey-agar z antibiotiki smo pripravili po enakem postopku kot trdno 
gojišče MacConkey-agar. Pred razlivanjem smo sterilno odpipetirali ustrezno količino 
antibiotika (preglednica 2) in dodali v raztopino, ter dobro premešali na magnetnem mešalu. 
Gojišče smo razlili v sterilne plastične petrijevke in pustili, da se strdi. 
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3.1.4 Kemikalije 
 
V nalogi smo uporabljali kemikalije naštete v preglednici 3. 
 
Preglednica 3: Uporabljene kemikalije v magistrski nalogi. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.1.5 Komplet in lestvica DNA 
 
V nalogi smo uporabljali komplet in lestvico DNA, ki sta zapisana v preglednici 4. 
 
Kemikalija Proizvajalec 
6 × nanašalni pufer Thermo Scientific, ZDA 
agar VWR chemicals, Italija 
agaroza Sigma Chemicals, ZDA 
ampicilin Sigma Chemicals, ZDA 
baza Tris Sigma Chemicals, ZDA 
borova kislina Carlo Erba, Italija 
dH2O Pralnica oddelka za biologijo, BF 
EDTA Carlo Erba, Italija 
etanol Merck, Nemčija 
etidijev bromid (10 mg/mL) Sigma Chemicals, ZDA 
gentamicin Sigma Chemicals, ZDA 
glicerol Carlo Erba, Italija 
glukoza Thermo Fisher Scientific, ZDA 
gojišče LB (Miller's LB broth) LLG - Labware, Nemčija 
gojišče MacConkey-agar Merck, Nemčija 
kalcijev klorid (CaCl2)  Merck, Nemčija 
kalijev hidrogen fosfat (KH2PO4) Sigma Chemicals, ZDA 
kalijev klorid (KCl) Merck, Nemčija 
kanamicin Sigma Chemicals, ZDA 
kloramfenikol Sigma Chemicals, ZDA 
kloroform Carlo Erba, Italija 
klorovodikova kislina (HCl) Sigma Chemicals, ZDA 
magnezijev sulfat (MgSO4) Carlo Erba, Italija 
mitomicin C Sigma Chemicals, ZDA 
nalidiksična kislina Sigma Chemicals, ZDA 
natrijev hidrogenfosfat (Na2HPO4) Merck, Nemčija 
natrijev klorid (NaCl) Thermo Fisher Scientific, ZDA 
propidijev jodid Sigma Chemicals, ZDA 
trimetoprim Sigma Chemicals, ZDA 
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Preglednica 4: Komplet in lestvica DNA, uporabljena v magistrski nalogi. 
Komplet in lestvica DNA Proizvajalec 
komplet »GeneJET Plasmid Miniprep Kit« Thermo Scientific, ZDA 
lestvica »GeneRulerTM 1 kb DNA« Thermo Scientific, ZDA 
 
3.1.6 Pufri in reagenti 
 
3.1.6.1 Fiziološka raztopina 
 
Za pripravo 1 L fiziološke raztopine smo v stekleno čašo zatehtali 9 g NaCl in raztopili v 
1 L destilirane vode. Pripravljeno raztopino smo razdelili v infuzijske steklenice in 
sterilizirali z avtoklaviranjem 15 minut pri 121 °C. 
 
3.1.6.2 Pufer 1 × PBS 
 
Za 1 L pufra 1 × PBS smo v 800 mL destilirane vode raztopili 8 g NaCl, 0,2 g KCl, 1,44 g 
Na2HPO4 in 0,24 g KH2PO4. pH smo umerili s HCl na 7,0 in dodali destilirano vodo do 1 L. 
Pufer smo nalili v infuzijske steklenice in sterilizirali z avtoklaviranjem 15 minut pri 121 °C. 
 
3.1.6.3 Pufer 1 × TBE 
 
Za pripravo pufra 5 × TBE smo v 1000 mL destilirane vode raztopili 54 g baze Tris, 27,5 g 
borove kisline, 20 mL 0,5 M EDTA (pH 8.0). Pred uporabo smo pufer 5 × TBE redčili do 
1 × TBE. 
 
3.1.6.4 Pufer 1 M Tris Cl (pH 7) 
 
Za pripravo 1 M Tris Cl smo v 80 mL destilirane vode zatehtali 12,11 g baze Tris Cl in 
raztopili z mešanjem na magnetnem mešalu. Nato smo dodali destilirano vodo do 100 mL. 
pH smo uravnali z dodajanjem HCl po kapljicah. Raztopino smo sterilizirali z 
avtoklaviranjem 15 minut pri 121 °C. 
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3.1.7 Laboratorijska oprema 
 
V nalogi smo uporabili laboratorijsko opremo, ki je navedena v preglednici 5. 
 
Preglednica 5: Uporabljena laboratorijska oprema v magistrski nalogi. 
Laboratorijska oprema in pribor Proizvajalec 
50-mililitrske plastične falkonke Thermo Fisher Scientific, ZDA 
aparatura za agarozno elektroforezo LKB Bromma, Švedska 
avtoklav Kambič, Slovenija 
avtomatske pipete in nastavki Eppendorf, Nemčija 
elektroporacijske kivete Brand, Nemčija 
kuhalna plošča Ciatronic 
laboratorijska steklovina (merilni valji, 
erlenmajerice, epruvete, steklene kroglice...) 
DWK Life Sciences in Isolab, Nemčija 
magnetno mešalo RCT Ika, Kitajska 
mikrocentrifugirke Eppendorf, Nemčija 
mikroskop Olympus BX51 Olympus, Japonska 
mikroskop Nikon Eclipse Ti Nikon, Japonska 
mikrovalovna pečica Gorenje, Slovenija 
namizna centrifuga Centrifuge 5417C Eppendorf , Nemčija 
namizna centrifuga Rotanta 460 R Hettich, Švica 
namizna tehtnica Sartorius, Nemčija 
objektna stekla Deltalab, Španija 
optična pinceta Aresis Tweez 250si Aresis, Slovenija 
plastične petrijevke Golias, Slovenija 
plinski gorilnik Tlos, Hrvaška 
spektrofotometer  NanoDrop 1000 Thermo Fisher Scientific, ZDA 
spektrofotometer Shimadzu UV - 1800 Shimadzu, Japonska 
termoblok Constantemp Technilab, ZDA 
UV presvetljevalnik G:BOX  Syngene, Velika Britanija 
vibracijsko mešalo Vibromix Tehtnica, Slovenija 
vodna kopel Fisher Scientific, ZDA 
 
3.2 METODE 
 
3.2.1 Priprava prekonočne kulture bakterijskih sevov 
 
Eno kolonijo bakterijskega seva smo s sterilno cepilno zanko prenesli v tekoče gojišče LB z 
ustreznimi antibiotiki in preko noči inkubirali na stresalniku (180 obr./min) pri 37 °C. 
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3.2.2 Konjugacija na trdnem gojišču LB 
 
Donorski sev MG1655Ch pKJK5 in recipientski sev DH5α smo s sterilno cepilno zanko 
premazali enega preko drugega po trdnem gojišču LB. Ploščo smo inkubirali preko noči pri 
37 °C. Naslednji dan smo s cepilno zanko postrgali kolonije in precepili na ustrezno 
selekcijsko gojišče za selekcijo transkonjugant in protiselekcijo proti samemu donorju in 
recipientu. Za kontrolo smo na enako selekcijsko gojišče nacepili še samega donorja in 
samega recipienta. 
 
3.2.3 Konjugacija v tekočem gojišču LB in M9 
 
Po prekonočni inkubaciji donorskega in recipientskega seva smo 5 µL prekonočne kulture 
donorskega in recipientskega seva prenesli v 5 mL svežega tekočega gojišča LB in inkubirali 
2 uri na stresalniku (180 obr./min) pri 37 °C. Kot donorski sev smo uporabili tri različne 
seve, in sicer MG1655Ch pKJK5, MG1655Ch pUC19i pOX38 in MG1655Ch pUC19i 
pOX38a. Kot recipientski sev smo uporabili DH5α. Konjugacijsko zmes smo nastavili tako, 
da smo v mikrocentrifugirko dodali donorja in recipienta v razmerju 1:1. Naredili smo 
redčitveno vrsto (korak redčitve 10–1 oz. 10–2) donorja in recipienta, ki smo ju dodali v 
konjugacijsko zmes in s končno redčitvijo 10–5, 10–6, 10–7 nacepili na selekcijska gojišča. 
Inkubirali smo brez stresanja pri 37 °C. Po 1 uri in po 24 urah smo naredili redčitveno vrsto 
konjugacijske zmesi za določanje CFU/mL. 100 µL neredčene in ustrezno redčene (10–1, 
10– 2, 10–3) konjugacijske zmesi smo razmazali na selekcijska gojišča. Plošče smo preko noči 
inkubirali pri 37 °C. Naslednji dan smo prešteli zrasle kolonije transkonjugant na števnih 
ploščah. Iz števila zraslih transkonjugant in števila recipienta smo izračunali frekvenco 
konjugacije. Za kontrolo selekcijskih gojišč, da se na njih res dogaja protiselekcija proti 
donorju in protiselekcija proti recipientu ter selekcija za transkonjugante smo na enaka 
selekcijska gojišča posamezno razmazali po 100 µl donorja in recipienta. Vse redčitve smo 
naredili v fiziološki raztopini. Frekvenco konjugacije smo izračunali po enačbi: 
 
Frekvenca konjugacije = (število transkonjugant/mL) / (število recipienta/mL)      ... (1) 
 
V primeru konjugacije v tekočem gojišču M9 smo po prvi inkubaciji obe kulturi spirali tako, 
da smo jih centrifugirali 10 minut pri 4.000 obr./min in odstranili supernatant. Pelet smo 
resuspendirali v svežem minimalnem gojišču M9. Postopek spiranja smo dvakrat ponovili. 
Nastavili smo konjugacijsko zmes in inkubirali 1 uro oz. 24 ur brez stresanja pri 37 °C.  
 
3.2.3.1 Frekvenca konjugacije različno koncentriranih bakterijskih kultur 
 
Frekvenco konjugacije smo določali tako koncentriranim bakterijskim kulturam, kot 
nekoncentriranim. Celice smo pred združitvijo v konjugacijsko zmes koncentrirali s 
centrifugiranjem v namizni centrifugi. Centrifugirali smo 8,5 mL donorja MG1655Ch 
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pKJK5 in 8,5 mL recipienta DH5α 10 minut pri 4.000 obr./min. Odstranili smo 7,65 mL 
supernatanta in pelet resuspendirali v 0,85 mL supernatanta, ki je ostal. Bakterijske kulture 
smo torej 10 × koncentrirali. Naredili smo redčitveno vrsto donorja in recipienta ter redčitve 
(10–5, 10–6, 10–7) tako donorja kot recipienta nanesli na selekcijska gojišča s končno 
redčitvijo 10–6, 10–7, 10–8.  V konjugacijsko zmes smo dodali 0,75 mL donorja in 0,75 mL 
recipienta. Konjugacijsko zmes smo inkubirali 1 uro oz. 24 ur brez stresanja pri 37 °C.  
 
3.2.3.2 Frekvenca konjugacije in vpliv prenašanja bakterij 
 
Začetni postopek je bil enak konjugaciji v tekočem gojišču. Pred dodajanjem donorja 
MG1655Ch pUC19i pOX38 in recipienta DH5α v konjugacijsko zmes smo oba razdelili v 
dve paralelki. Eno smo inkubirali pol ure na sobni T, drugo smo odnesli ven in hodili pol 
ure, da smo zagotovili enake razmere, kot pri prenosu bakterij od ene lokacije do druge 
lokacije izvedbe poskusa. Zunanja temperatura je bila približno 4 °C. Naredili smo 
redčitveno vrsto donorja in recipienta ter redčitve (10–4, 10–5, 10–6) nanesli na selekcijska 
gojišča s končno redčitvijo 10–5, 10–6, 10–7. Donorja in recipienta smo v razmerju 1:1 dodali 
v konjugacijsko zmes. Nastavili smo konjugacijsko zmes in jo inkubirali 1 uro brez stresanja 
pri 37 °C.  
 
3.2.3.3 Določitev števila recipienta med inkubacijo konjugacijske zmesi 
 
V primeru, ko smo želeli spremljati število recipienta DH5α med inkubacijo konjugacijske 
zmesi v tekočem minimalnem gojišču, smo po prvem inkubiranju v LB celice dvakrat spirali 
z deset minutnim centrifugiranjem pri 4.000 obr./min in pelet resuspendirali v minimalnem 
gojišču. Minimalno gojišče smo uporabili zato, da celice med samo inkubacijo ne rastejo. 
Nato smo nastavili konjugacijsko zmes z donorjem MG1655Ch pUC19i pOX38a in 
recipientem DH5α v razmerju 1:1 v minimalnem gojišču in inkubirali 1, 2, 3, 4, 5 in 24 ur 
brez stresanja pri 37 °C. Po inkubaciji smo naredili redčitve (10–4, 10–5) za določitev 
CFU/mL recipienta. Po 100 µL smo nacepljali na selekcijska gojišča. 
 
3.2.3.4 Določitev števila transkonjugant med inkubacijo konjugacijske zmesi 
 
V primeru, ko smo želeli določiti število transkonjugant konjugacijskega para MG1655Ch 
pKJK5 × DH5α smo po 5, 10, 15, 30 minutah inkubacije konjugacijsko zmes donorja in 
recipienta nacepljali 100 µL na selekcijska gojišča.  
 
3.2.4 Priprava mikroskopskih preparatov in mikroskopiranje 
 
Po prekonočni inkubaciji donorskega in recipientskega seva smo 5 µL prekonočne kulture 
donorskega in recipientskega seva prenesli v 5 mL svežega tekočega gojišča LB in inkubirali 
2 uri na stresalniku (180 obr./min) pri 37 °C. Po inkubaciji smo donorja MG1655Ch pKJK5 
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ali MG1655Ch pUC19i pOX38a in recipenta DH5α prenesli na lokacijo na Fakulteto za 
matematiko in fiziko, kjer smo mikroskopirali. Mikroskopski preparat smo pripravili tako, 
da smo na objektno stekelce nanesli donorja in recipienta v razmerju 1:1 in prekrili s krovnim 
stekelcem. Uhajanje tekočine smo preprečili z zlepljenjem robov. Z mikroskopom smo z 
optično pinceto približali donorja in recipienta in sledili pojav fluorescence. V primeru 
konjugacije s sevom s kolicinogeno aktivnostjo smo pojav fluorescence spremljali s PI, ki 
smo ga dodali poleg donorja in recipienta. 
 
Obarvanost donorja, recipienta in transkonjugant smo preverjali na Biotehniški fakulteti. 
Celice smo opazovali pri 400 × povečavi. Uporabili smo navadno svetlobo in dva UV filtra 
in sicer D/F/T in WIB. mCherry in PI emitirata svetlobo pri 610 nm, za njuno detekcijo smo 
uporabili filter D/F/T. Filter D/F/T prepušča svetlobo valovnih dolžin 560 – 650 nm. GFP 
emitira svetlobo pri 508 nm in smo za detekcijo uporabili filter WIB. Filter WIB prepušča 
svetlobo valovnih dolžin 460 – 510 nm.  
 
3.2.5 Priprava seva MG1655Ch 
 
Prvi način: 
Eno kolonijo bakterijskega seva MG1655Ch pKJK5 smo s sterilno cepilno zanko nacepili v 
5 mL tekočega gojišča LB Km (antibiotik Km, ker je z odpornostjo proti temu antibiotiku 
označen gen za protein mCherry) v dveh paralelkah. Inkubirali smo na stresalniku 
(180 obr./min) preko noči pri 37 °C. Vsak dan smo precepljali 1:100 v sveže tekoče gojišče 
LB Km. Čez vikende smo eno paralelko inkubirali pri 4 °C brez stresanja, drugo pri 37 °C 
brez stresanja. Ko smo precepili dvajsetič smo naredili redčitve obeh paralelk in nacepili na 
trdno gojišče LB, da smo dobili posamezne kolonije. Plošče smo inkubirali preko noči pri 
37 °C. Naslednji dan smo zrasle kolonije s sterilnim zobotrebcem prenesli na trdno gojišče 
LB Km in ponovno inkubirali preko noči pri 37 °C. Naslednji dan smo kolonije odtisnili 
preko žameta na gojišče LB Tp (antibiotik Tp, ker je gen za odpornost proti temu antibiotiku 
na plazmidu) in inkubirali preko noči pri 37 °C, da smo ugotovili, če se je plazmid (pKJK5) 
izgubil, saj potem ne bi več zrasel na LB Tp. S to metodo nam izguba plazmida ni uspela, 
zato smo poizkusili drug način. 
 
Drugi način: 
Eno kolonijo bakterijskega seva MG1655Ch pKJK5 smo s sterilno cepilno zanko nacepili 
na trdno gojišče LB Km in inkubirali dva dni pri 42 °C, nato tri dni pri 4 °C. Po petih dneh 
smo s cepilno zanko precepili zunanji rob kolonije na sveže trdno gojišče LB Km in 
inkubirali preko noči pri 42 °C. Naslednji dan smo nekaj kolonij precepili na trdno gojišče 
LB Tp. Ploščo smo inkubirali preko noči pri 37 °C. Ena od precepljenih kolonij na gojišču 
ni zrasla, kar je pomenilo, da je bakterijska celica izgubila plazmid. Za kontrolo smo 
kolonijo, katero smo nacepili na trdno gojišče LB Tp, ponovno nacepili na trdno gojišče LB 
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Km, na trdno gojišče LB Tp in na trdno gojišče LB z obema antibiotikoma. Plošče smo 
inkubirali preko noči pri 37 °C.  
 
3.2.6 Izolacija plazmida pUC19i  
 
Eno kolonijo seva MC4100 smo s sterilno zanko nacepili v tekoče gojišče LB Ap. Inkubirali 
smo na stresalniku (180 obr./min) preko noči pri 37 °C. Naslednji dan smo s kompletom 
»GeneJet Plasmid Miniprep Kit« po protokolu proizvajalca iz 1,5 mL prekonočne kulture 
izolirali plazmidno DNA. Plazmidno DNA smo shranili pri –20 °C. 
  
3.2.7 Agarozna gelska elektroforeza 
 
Uspešnost izolacije plazmida pUC19i s kompletom »GeneJet Plasmid Miniprep Kit« smo 
preverili z agarozno gelsko elektroforezo. Pripravili smo 1 × pufer TBE in 1 % agarozni gel. 
1 % agarozni gel smo pripravili tako, da smo v 30 mL 1 × pufra TBE dodali 0,3 g agaroze 
in jo raztopili s segrevanjem v mikrovalovni pečici. Nato smo raztopino ohladili na 
temperaturo približno 55–60 °C in ji dodali 1,5 µL 10 mg/mL etidijevega bromida. Sestavili 
smo nosilec za gel z glavničkom in vanj vlili raztopino. Ko se je gel strdil smo odstranili 
glavniček in gel prestavili v elektroforezno banjico ter prelili z 1 × pufrom TBE. V luknjici 
smo nanesli 4 µL 1 kb lestvice DNA in vzorec z 1 × nanašalnim pufrom. Vzorec in 
6 × nanašalni pufer smo predhodno zmešali v razmerju 5:1. Elektroforeza je potekala pri 
napetosti 100 V/cm. Po končani elektroforezi smo gel pogledali in fotografirali z UV-
presvetljevalnikom GeneBox.  
 
 
Slika 4: Standardna lestvica »GeneRulerTM 1 kb DNA«, uporabljena pri magistrski nalogi. 
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3.2.8 Priprava kompetentnih celic 
 
Eno kolonijo seva MG1655Ch smo s cepilno zanko nacepili v tekoče gojišče LB Km. 
Inkubirali smo na stresalniku (180 obr./min) preko noči pri 37 °C. Naslednji dan smo 
prekonočno kulturo precepili 1:100 v sveže tekoče gojišče LB. Inkubirali smo na stresalniku 
(180 obr./min) pri 37 °C. Spektrofotometrično smo merili optično gostoto pri valovni dolžini 
600 nm. Ko je bila absorbanca 0,43 (~ 108 celic na mililiter) smo v ohlajeno 50-mililitrsko 
plastično falkonko odpipetirali 34 mL kulture in jo inkubirali 10 min na ledu. Nato smo 
centrifugirali 10 minut pri 4.000 obr./min v namizni centrifugi pri 4 °C. Odlili smo 
supernatant ter resuspendirali v 7 mL ledeno hladnega 0,1 M CaCl2. Kompetentne celice 
smo shranili do uporabe pri –20 °C.  
 
3.2.9 Transformacija kompetentnih celic seva MG1655Ch s plazmidom pUC19i 
 
V predhodno pripravljenih 100 µL kompetentnih celic smo na ledu dodali 1 µL plazmidne 
DNA. Inkubirali smo 30 minut na ledu, nato smo prenesli v vodno kopel pri 42 °C za 
90 sekund. Po inkubaciji pri 42 °C smo takoj prenesli na led za dve minuti. Dodali smo 
400 µL tekočega gojišča LB in vse skupaj inkubirali na stresalniku (180 obr./min) 60 minut 
pri 37 °C. 100 µL transformacijske zmesi smo razmazali na selekcijsko trdno gojišče LB Ap 
in Km. Preostalo transformacijsko zmes smo centrifugirali eno minuto pri 13.000 obr./min 
v namizni centrifugi, odlili supernatant, resuspendirali v 100 µL tekočega gojišča LB in z 
drigalsko spatulo razmazali na enako selekcijsko trdno gojišče LB Ap in Km. Plošče smo 
inkubirali preko noči pri 37 °C. Za kontrolo smo na enako selekcijsko gojišče LB Ap in Km 
nacepili kompetentne celice brez dodanega plazmida. 
 
3.2.10 Sproženje izražanja kolicina E7 
 
Bakterijski sev BZB2110 smo s cepilno zanko precepili iz trajnika, hranjenega pri –80 °C 
na sveže trdno gojišče LB. Ploščo smo inkubirali preko noči pri 37 °C. Naslednji dan smo 
eno kolonijo nacepili v tekoče gojišče LB in inkubirali na stresalniku (180 obr./min) preko 
noči pri 37 °C. Naslednji dan smo prekonočno kulturo precepili 1:100 v sveže tekoče gojišče 
LB in inkubirali na stresalniku (180 obr./min) tri ure pri 37 °C do spektrofotometrično 
izmerjene absorbance 0,9. Kulturo smo razdelili v dve paralelki, v eno smo dodali 
mitomicin C s končno koncentracijo 0,5 µg/mL kulture. Založna koncentracija mitomicina 
C je 50 µg/mL, zato smo v 10 mL kulture dodali 100 µL. Z dodatkom mitomicina C smo 
sprožili sintezo kolicina. Obe paralelki smo inkubirali 5,5 ur na stresalniku (180 obr./min) 
pri 37 °C. Po inkubaciji je bila absorbanca pri 600 nm neinducirane kulture 3,34, inducirane 
z mitomicinom C pa 0,77. Nato smo inducirano kulturo centrifugirali v 50-mililitrski 
plastični falkonki 10 minut pri 7.000 obr./min v namizni centrifugi pri 4 °C. Supernatant, 
kjer je kolicin smo shranili pri 4 °C. 
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3.2.11 Test kolicinogenosti seva 
 
Kolonije donorja MG1655Ch pUC19i pOX38a in kontrol (MG1655Ch, MG1655Ch pUC19i 
in MG1655Ch pUC19i pOX38) smo z zobotrebcem prenesli na trdno gojišče LB Ap, Cm in 
Km. Ploščo smo inkubirali preko noči pri 37 °C. Naslednji dan smo v laminariju na 
staničevino nakaplajali kloroform in kolonije za 15 minut izpostavili hlapom kloroforma. 
Lizirane bakterije smo v odprti petrijevki pustili 15 minut v laminariju, da je izhlapel 
kloroform. 4 mL mehkega agarja smo raztopili s segrevanjem in inkubirali v termobloku pri 
46 °C. Nato smo dodali 200 µL indikatorskega bakterijskega seva DH5α in prelili preko 
liziranih kolonij. Ploščo smo inkubirali preko noči pri 37 °C. Naslednji dan smo opazovali 
pojav cone lize okoli kolonij. 
 
3.2.12 Test kolicinogenosti supernatanta 
 
3.2.12.1 Metoda nakapljane plošče 
 
4 mL mehkega agarja smo raztopili s segrevanjem in ga inkubirali v termobloku pri 46 °C. 
Nato smo dodali 200 µL indikatorskega seva DH5α. Mehki agar z indikatorskim sevom smo 
prelili po trdnem gojišču LB ter počakali, da se posuši. Nato smo nakapljali po 1 µL 
neredčenega kolicina, 10 ×, 100 ×, 1000 × in 10000 × redčenega. Vse redčitve smo pripravili 
v pufru 10 mM Tris Cl. Ploščo smo inkubirali preko noči pri 37 °C. 
 
3.2.12.2 Vpliv kolicina na rast recipientskega seva 
 
Prekonočno kulturo recipientskega seva DH5α smo precepili v razmerju 1:100 v sveže 
tekoče gojišče LB. Inkubirali smo 2 uri na stresalniku (180 obr./min) pri 37 °C. Nato smo 
spirali celice tako, da smo jih centrifugirali v 50-mililitrskih plastičnih falkonkah 10 minut 
pri 4.000 obr./min v namizni centrifugi in odstranili supernatant. Pelet smo resuspendirali v 
svežem tekočem gojišču LB ali v pufru PBS. Postopek spiranja smo dvakrat ponovili. 
Kulturo smo razdelili v dve enaki paralelki. V prvo smo dodali neredčen kolicin E7 (1 µL v 
1 mL), v drugo smo dodali 100 × redčen kolicin E7 (1 µL v 1 mL). Poleg vsake paralelke 
smo imeli kulturo, kamor nismo dodali kolicina za kontrolo. Vse paralelke smo inkubirali 
brez stresanja pri 37 °C. Pet ur smo vsako uro spektrofotometrično merili optično gostoto 
pri valovni dolžini 600 nm in naredili redčitve za CFU/mL. Prav tako po 24 urah. Redčitve 
smo po 100 µL nacepili na trdna gojišča LB. Kolicin smo redčili v 10 mM Tris Cl. 
 
 
 
 
 
Strojin B. Konjugacijski prenos plazmida pOX38a v realnem času. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2019              
26 
3.2.13 Shranjevanje bakterijske kulture 
 
Vse seve, ki smo jih pridobili v tej raziskavi (preglednica 1), smo shranili pri –80 °C, tako 
da smo 700 µL posamezne prekonočne bakterijske kulture zmešali s 700 µL tekočega gojišča 
LB s 30 % glicerolom. Suspenzijo smo premešali na vibracijskem mešalu in shranili na –80 
°C za zbirko oz. trajno shranjevanje. 
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4 REZULTATI 
  
4.1 KONJUGACIJA Z DONORJEM MG1655Ch pKJK5 IN RECIPIENTOM DH5α 
 
Prvi poskus konjugacije z mikroskopom smo naredili z donorjem MG1655Ch pKJK5 in 
recipientom DH5α. S fluorescenčnim mikroskopom smo preverili obarvanost donorja 
MG1655Ch pKJK5 (slika 5).  
 
 
Slika 5: Slike donorja MG1655Ch pKJK5 z mikroskopom. Prikazano merilce ustreza velikosti 20 µm. 
A) svetlo vidno polje B) filter WIB za GFP C) filter D/F/T za mCherry 
Kot je razvidno iz slike 5 je donor svetil rdeče.  
 
4.1.1 Konjugacija v tekočem gojišču 
 
Za nadaljnje delo z mikroskopom nas je najprej zanimala frekvenca konjugacije teh dveh 
sevov in število transkonjugant po času (preglednica 6). Frekvenco konjugacije smo izvedli 
v tekočem gojišču LB. Preverili smo tudi ali se frekvenca konjugacije poveča s tem, ko 
koncentriramo bakterijske kulture (preglednica 7). 
 
Z namenom, da bi ugotovili, kako hitro poteče konjugacija, smo določili število 
transkonjugant po času inkubacije konjugacijske zmesi (preglednica 6). 
 
Preglednica 6: Število transkonjugant po 5, 10, 15, 30 in 45 minutah inkubacije konjugacijske zmesi donorja 
MG1655Ch pKJK5 in recipienta DH5α, ki sta bila združena v razmerju 1:1. 
Čas (min) CFU/mL 
5 140 
10 200 
15 > 300 
30 > 300 
45 > 300 
 
Iz preglednice 6 lahko razberemo, da konjugacija poteče že v prvih petih minutah. Število 
transkonjugant se po času zvišuje. 
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Nadalje smo želeli ugotoviti ali se frekvenca konjugacije razlikuje, če donorja in recipienta 
koncentriramo. Zato smo določili frekvenco konjugacije v konjugacijski zmesi z 
nekoncentriranimi sevi in konjugacijski zmesi s koncentriranimi sevi (preglednica 7).  
  
Preglednica 7: Frekvenca konjugacije donorja MG1655Ch pKJK5 in recipienta DH5α v tekočem gojišču LB 
nekoncentriranih in koncentriranih sevov. 
 MG1655Ch pKJK5 × DH5α 
 nekoncentrirani koncentrirani 
 Pred 
konjugacijo 
Po 1 uri po 24 urah 
Pred 
konjugacijo 
Po 1 uri Po 24 urah 
Število recipienta 3,7*106 2,5*107 1,8*108 2,4*108 1,8*108 6,2*107 
Število donorja 2,6*108 2,5*108 4,7*109 1,5*109 7,7*108 7,7*108 
Število 
transkonjugant 
0 3,1*104 2,8*105 0 2,4*105 3,9*105 
Frekvenca 
konjugacije 
0 1,3*10
–3 1,5*10
–3 0 1,3*10
–3 6,3*10
–3 
 
Iz preglednice 7 je razvidno, da se frekvenca konjugacije bistveno ne razlikuje, če bakterijske 
seve pred konjugacijo koncentriramo. 
 
4.1.2 Preverjanje transkonjugant konjugacijskega para MG1655Ch pKJK5 × DH5α 
 
Med konjugacijo se konjugativni plazmid pKJK5 prenese v recipientsko celico. Pri tem pride 
do aktivacije izražanja fluorescenčnega proteina GFP in transkonjuganta sveti zeleno. Zato 
smo s fluorescenčnim mikroskopom preverili obarvanost transkonjugant konjugacijskega 
para MG1655Ch pKJK5 × DH5α (slika 6).  
 
 
Slika 6: Slike transkonjugant konjugacijskega para MG1655Ch pKJK5 × DH5α z mikroskopom. Prikazano 
merilce ustreza velikosti 20 µm. A) svetlo vidno polje B) filter WIB za GFP C) filter D/F/T za mCherry 
Iz slike 6 je razvidno, da so bakterijske celice svetile zeleno. Transkonjugante smo preverili 
iz trdnega selekcijskega gojišča po inkubaciji preko noči pri 37 °C. Ko smo nacepili kolonijo 
transkonjugante iz selekcijske plošče v tekoče gojišče LB in inkubirali preko noči pri 37 °C 
ter naredili mikroskopski preparat, fluorescence nismo zaznali. 
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4.1.3 Sledenje bakterijske konjugacije z mikroskopom 
 
Z optično pinceto smo približali bakterijsko celico donorja in recipienta, ki smo ju ločili 
glede na obarvanost. Želeli smo zaslediti pojav fluorescence (GFP), ki bi nastala zaradi 
konjugacijskega prenosa pKJK5 v recipienta (slika 7). 
 
 
Slika 7: Slike donorja in recipienta, kjer je v vsakem posameznem krogcu par donorja MG1655Ch pKJK5 in 
recipienta DH5α. Realna velikost slik je 130 × 130 µm. A) svetlo vidno polje B) filter za GFP, po 60 min C) 
filter za mCherry, po 60 min D) filter za GFP, po 120 min E) filter za mCherry, po 120 min 
Iz slike 7 je razvidno, da pojava fluorescence GFP nismo zaznali niti po dveh urah. Prikazani 
so trije pari. Pregledali pa smo približno 50 parov. 
 
4.2 KONJUGACIJA Z DONORJEMA MG1655Ch pUC19i pOX38a IN MG1655Ch 
pUC19i pOX38 
 
Zaradi neuspešne konjugacije z donorjem MG1655Ch pKJK5 smo potrebovali nov sistem 
za zaznavanje uspešnosti konjugacijskega prenosa. Donorju MG1655Ch pKJK5 smo 
odstranili plazmid pKJK5 in ga zamenjali s plazmidom pUC19i in pOX38 oziroma pOX38a. 
pUC19i je potreben zaradi imunosti proti kolicinu E7, pOX38a ima gen za kolicin E7. Ker 
pOX38a povzroči propad recipienta bi to lahko spremljali s propidijevim jodidom, ki se veže 
na fragmentirano DNA. 
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4.2.1 Konjugacija v tekočem gojišču 
 
Z namenom, da bi ugotovili ali se število recipienta zaradi propada transkonjugant, ki so 
prejele plazmid pOX38a zmanjšuje med inkubacijo konjugacijske zmesi smo konjugacijo 
MG1655Ch pUC19i pOX38a in DH5α izvedli v minimalnem gojišču M9 in določali število 
recipienta po času (preglednica 8). 
 
Preglednica 8: Število recipienta DH5α v konjugacijski zmesi donorja MG1655Ch pUC19i pOX38a in 
recipienta DH5 po času inkubacije v treh ponovitvah. *Podano je povprečje in standardna napaka. 
Čas (h) 
Število recipienta* 
(CFU/mL) 
0 (5,5±4,2)*106 
1 (1,3±0,9)*107 
2 (8,4±5,6)*106 
3 (6,6±5,3)*106 
4 (5,5±3,9)*106 
5 (5,9±4,2)*106 
24 (2,1±1,4)*106 
 
Iz preglednice 8 lahko razberemo, da število CFU/mL recipienta med konjugacijo ne pada. 
Učinkovitost konjugativnega prenosa smo določili s frekvenco konjugacije. Ta je podana 
kot število transkonjugant na recipientsko celico. Frekvenco konjugacije smo določali 
dvema različnima donorjema v tekočem gojišču LB in tekočem minimalnem gojišču M9. 
Donorja sta se razlikovala v konjugativnem plazmidu. Donor MG1655Ch pUC19i pOX38a 
je imel gen za kolicin E7, donor MG1655Ch pUC19i pOX38 je bil brez tega gena. Določali 
smo število recipienta, število donorja in transkonjugant pred konjugacijo, ter po eni uri in 
24 urah po nastavitvi konjugacijske zmesi. Iz dobljenih rezultatov smo izračunali frekvenco 
konjugacije (preglednici 9 in 10).
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Preglednica 9: Povprečja in standardne napake frekvenc konjugacij donorja MG1655Ch pUC19i pOX38 in 
recipienta DH5α po eni uri in 24 urah v tekočem gojišču LB in tekočem minimalnem gojišču M9. 
 MG1655Ch pUC19i pOX38 × DH5α 
 LB M9 
 Pred 
konjugacijo 
Po 1 uri Po 24 urah 
Pred 
konjugacijo 
Po 1 uri Po 24 urah 
Ševilo 
recipienta 
(1,8±1,8)*107 (8,7±5,1)*106 (4,3±1,7)*107 (1,2±1,3)*107 (5,4±4,1)*106 (9,6±6,1)*106 
Število 
donorja 
(2,3±1,4)*107 (2,2±1,6)*107 (2,2±1,6)*108 (2,5±3,9)*107 (2,6±3,9)*107 (2,1±2,6)*107 
Število 
transkonjugant 
0 (3,1±4,5)*105 (3,3±1,3)*107 0 (2,6±4,4)*105 (5,5±6,0)*105 
Frekvenca 
konjugacije 
0 (0,9±1,5)*10–1 (7,6±1,2)*10–1 0 (2,5±4,4)*10–1 (1,6±2,5)*10–1 
 
 
Preglednica 10: Povprečja in standardne napake frekvenc konjugacij donorja MG1655Ch pUC19i pOX38a in 
recipienta DH5α po eni uri in 24 urah v tekočem gojišču LB in tekočem minimalnem gojišču M9. 
 MG1655Ch pUC19i pOX38a × DH5α 
 LB M9 
 
Pred 
konjugacijo 
Po 1 uri Po 24 urah 
Pred 
konjugacijo 
Po 1 uri Po 24 urah 
Ševilo 
recipienta 
(2,5±2,1)*107 (2,4±1,9)*106 (6,9±5,8)*106 (1,7±1,8)*106 (5,0±1,7)*106 (1,4±0,4)*106 
Število 
donorja 
(3,7±2,1)*107 (5,2±3,4)*107 (4,3±1,2)*108 (7,9±3,4)*106 (5,4±1,7)*106 (5,5±0,5)*106 
Število 
transkonjugant 
0 (2,1±2,1)*102 (5,3±5,5)*105 0 0 0 
Frekvenca 
konjugacije 
0 (5,7±5,2)*10–5 (6,1±6,9)*10–2 0 0 0 
 
Iz preglednic 9 in 10 je razvidno, da je frekvenca konjugacije v tekočem gojišču LB višja pri 
donorju MG1655Ch pUC19i pOX38 in recipientu DH5α. Ugotovili smo, da konjugacija 
poteče tudi v minimalnem gojišču M9, razen z donorjem MG1655Ch pKJK5 pOX38a.  
 
Z namenom, da bi preverili vpliv prenašanja bakterij iz ene lokacije na drugo na učinkovitost 
konjugativnega prenosa smo izvedli konjugacijo, kot je opisano v metodah (3.2.3.2). Vsi 
rezultati so prikazani v preglednici 11. 
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Preglednica 11: Povprečja in standardne napake frekvenc konjugacij donorja MG1655Ch pUC19i pOX38 in 
recipienta DH5α po 1 h v tekočem gojišču LB z vplivom prenašanja in brez. 
 s prenašanjem brez prenašanja 
 Pred konjugacijo Po 1 uri Pred konjugacijo Po 1 uri 
Število recipienta (1,1±1,0)*106 (1,0±0,7)*106 (2,1±1,3)*106 (1,8±1,5)*106 
Število donorja (1,4±0,7)*107 (3,1±3,1)*107 (1,9±1,3)*107 (4,0±3,1)*107 
Število transkonjugant 0 (8,7±8,1)*104 0 (1,7±1,9)*105 
Frekvenca konjugacije 0 (7,9±2,9)*10–2 0 (8,0±3,2)*10–2 
 
Iz preglednice 11 lahko razberemo, da prenašanje bakterij pred nastavitvijo konjugacijske 
zmesi ne vpliva na frekvenco konjugacijskega prenosa. 
 
4.2.2 Test kolicinogenosti seva 
 
Z namenom, da bi preverili kolicinogenost seva MG1655Ch pUC19i pOX38a smo naredili 
test z izpostavitvijo kolonij hlapom kloroforma, kot je opisano v metodah (3.2.12). 
Kolicinogenost seva smo preverjali zaradi rezultatov v preglednici 8, ker smo pričakovali 
propad in znižanje CFU/mL recipientskega seva zaradi kolicinogenosti seva. Na sliki 8 lahko 
vidimo cone lize okoli kolonij kolicinogenega seva. 
 
 
Slika 8: Test kolicinogenosti seva MG1655Ch pUC19i pOX38a z induciranjem kolicina E7. 
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4.3 TEST KOLICINOGENOSTI SUPERNATANTA S KOLICINOM E7 
 
4.3.1 Metoda nakapljane plošče 
 
Kolicinogenost različno redčenega supernatanta s kolicinom E7 smo preverili z metodo 
nakapljane plošče (slika 9).  
 
 
Slika 9: Cone lize, kjer smo nakapljali po 1 µL različnih redčitev supernatanta s kolicinom E7. 
Iz slike 9 je razvidno kolicinogeno delovanje različno redčenega supernatanta s kolicinom 
E7. Vidimo lahko, da 10.000 × redčen ne deluje več inhibitorno na indikatorski sev.  
 
4.3.2 Vpliv kolicina na rast recipientskega seva v tekočem gojišču LB in v pufru PBS 
 
Z namenom, da bi preverili delovanje kolicina E7 smo spremljali rast recipientskega seva v 
tekočem gojišču LB. Rast smo spremljali na dva načina in sicer z določanjem vrednosti 
optične gostote pri 600 nm in določanjem števila CFU/mL. Spremljali smo kulturo z 
dodatkom neredčenega kolicina in kontrolo ter kulturo z dodanim 100 × redčenim kolicinom 
in kontrolo (slika 10).  
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Slika 10: Grafični prikaz rasti recipienta DH5α po času v tekočem gojišču LB. A) Spreminjanje števila 
CFU/mL in vrednosti optične gostote pri 600 nm bakterijske kulture v tekočem gojišču LB z dodanim 
neredčenim kolicinom. Na grafu je prikazana ena ponovitev. B) Spreminjanje števila CFU/mL in vrednosti 
optične gostote pri 600 nm bakterijske kulture v tekočem gojišču LB z dodanim 100 × redčenim kolicinom. 
Na grafu je prikazana ena ponovitev od treh. Vse tri so prikazane v prilogi.  
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Iz slike 10 lahko razberemo, da 100 × redčen kolicin E7 ne vpliva na rast recipientskega 
seva. Dodatek neredčenega kolicina E7 pa ustavi naraščanje vrednosti optične gostote pri 
600 nm in zmanjša število CFU/mL. 
 
Z namenom, da bi preverili delovanje kolicina E7 smo spremljali propad recipientskega seva 
v pufru PBS. Propad smo spremljali na dva načina in sicer z določanjem vrednosti optične 
gostote pri 600 nm in z določanjem števila CFU/mL. Spremljali smo kulturo z dodatkom 
neredčenega kolicina in kontrolo ter kulturo z  dodanim 100 × redčenim kolicinom in 
kontrolo (slika 11). 
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Slika 11: Grafični prikaz rasti recipienta DH5α po času v pufru PBS. A) Spreminjanje števila CFU/mL in 
vrednosti optične gostote pri 600 nm bakterijske kulture v pufru PBS z dodanim neredčenim kolicinom. Na 
grafu je prikazana ena ponovitev. B) Spreminjanje števila CFU/mL in vrednosti optične gostote pri 600 nm 
bakterijske kulture v pufru PBS z dodanim 100 × redčenim kolicinom. Na grafu je prikazana ena ponovitev od 
treh. Vse tri so prikazana v prilogi. 
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Iz slike 11 lahko razberemo, da dodatek neredčenega kolicina E7 zmanjša število CFU/mL. 
Vrednosti optične gostote pri 600 nm ne moremo komentirati, saj se v vseh primerih 
vrednosti ustavijo, ker bakterijski sev v pufru PBS ni zmožen rasti. 
 
Izračunali smo razlike vrednosti optičnih gostot pri valovni dolžini 600 nm kontrol in 
vzorcev z dodanim neredčenim in 100 × redčenim kolicinom E7, tako v pufru PBS, kot v 
gojišču LB (slika 12). 
 
 
Slika 12: Grafični prikaz vpliva kolicina na rast recipientskega seva v tekočem gojišču LB in pufru PBS. 
Prikazane so razlike vrednosti optične gostote pri valovni dolžini 600 nm med kontrolo in vzorcem. 
Na sliki 12 lahko vidimo, da neredčen kolicin E7 v gojišču LB ustavi rast recipientskega 
seva, 100 × redčen pa ne. Vrednost optične gostote se ne zvišuje v pufru PBS, saj bakterije 
v njem niso sposobne rasti. Samo na podlagi teh rezultatov ne moremo sklepati, da kolicin 
deluje v pufru PBS. Vendar je iz slike 11 razvidno, da kolicin v pufru PBS zniža vrednost 
CFU/mL. To pomeni, da deluje bakteriocidno na recipientski sev. 
 
4.3.3 Spremljanje vpliv kolicina na celice s fluorescenčnim mikroskopom 
 
Namen naloge je bil tudi ugotoviti ali celica po dodatku kolicina lizira. To smo spremljali z 
mikroskopom ob dodatku propidijevega jodida, ki lahko vstopi v celico s prepustno 
membrano (slika 13).   
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Slika 13: Recipientski sev DH5α z dodanim kolicinom E7 in kontrola. Realna velikost slik je 130 × 130 µm. 
A) DH5α + etanol, svetlo vidno polje. B) DH5α + etanol, filter za PI. C) DH5α + ColE7, svetlo vidno polje. 
D) DH5α + ColE7, filter za PI, 120 min. 
Iz slike 13 je razvidno, da propidijev jodid vstopi v celico, če jo liziramo z dodatkom etanola. 
Po dodatku kolicina E7 pa nismo zaznali fluorescence, kar pomeni, da celice po dodatku 
kolicina E7 ne lizirajo. Na sliki 13 panel D je prikazan recipientski sev z dodatkom kolicina 
po dveh urah. 
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5 RAZPRAVA 
 
Večkratno odporne bakterije proti antibiotikom so vse večji problem predvsem v zdravstvu. 
Kot alternativa antibiotikom postaja priljubljena uporaba bakteriocinov, ki jih bakterije 
producirajo same. Geni za bakteriocine se lahko med bakterijami prenašajo s konjugacijo, 
kar omogoča zelo hiter prenos v populaciji. Bakteriocine, ki jih sintetizirajo sevi E. coli, 
imenujemo kolicini. V nalogi smo poskušali vizualizirati konjugacijski prenos plazmida, ki 
ima kolicinogeno aktivnost in povzroči propad recipientske celice. 
 
5.1 KONJUGACIJA Z DONORJEM MG1655Ch pKJK5 IN RECIPIENTOM DH5α 
 
Cilj naloge je bil vizualizirati konjugacijski prenos v realnem času. Za prvega donorja smo 
izbrali MG1655Ch pKJK5 zaradi rdeče obarvanosti, zaradi katere ga lahko ločimo od 
recipienta in transkonjugante z mikroskopom. Najprej smo konjugacijo med donorjem 
MG1655Ch pKJK5 in recipientom DH5α izvedli na trdnem gojišču, ki je bila uspešna. Pri 
tem smo za selekcijsko gojišče za transkonjugante uporabili trdno gojišče LB s 
trimetoprimom (Tp) in nalidiksično kislino (Nal). Frekvenca konjugacije sevov MG1655Ch 
pKJK5 in DH5α in število transkonjugant nakazuje na uspešno konjugacijo. Ugotovili smo, 
da konjugacija poteče zelo hitro, saj smo transkonjugante dobili že po petih minutah. Iz 
preglednice 7 je razvidno, da se frekvenca konjugacije nekoncentriranih in koncentriranih 
bakterijskih kultur bistveno ne razlikuje, zato kultur pred konjugacijo nismo koncentrirali.  
 
Ker je bila frekvenca konjugacije dovolj visoka smo z mikroskopom, opremljenim z optično 
pinceto približali bakterijsko celico donorja in recipienta, ki smo ju ločili glede na 
obarvanost. Želeli smo zaslediti pojav fluorescence (GFP), ki bi nastala zaradi 
konjugacijskega prenosa pKJK5 v recipienta. Iz slike 7 je razvidno, da je nismo zaznali niti 
po 2 urah. Po večih neuspelih poskusih z optično pinceto smo preverili ali transkonjuganta 
sveti GFP, če pogledamo konjugacijsko zmes, ki smo jo inkubirali dve uri pri 37 °C. Pri teh 
pogojih smo dobili transkonjugante na selekcijskem trdnem gojišču LB, fluorescence pa 
nismo zaznali. Transkonjuganta je svetila samo, če smo preverili kolonijo iz trdnega 
selekcijskega gojišča. Predvidevali smo, da je sinteza zelenega fluorescenčnega proteina 
(GFP) prepočasna za spremljanje konjugacije v realnem času. Za sintezo proteina je nujno 
potreben kisik, ki ga na objektnem stekelcu verjetno ni bilo dovolj (Zimmer, 2002). Z 
mikroskopom nismo zagotovili optimalnih razmer za sintezo GFP. Ena od rešitev bi bila 
mikrofluidična komora, s katero lahko zagotavljamo optimalne razmere za konjugacijski 
prenos. Tako bi lahko konstantno dovajali kisik.  
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5.2 KONJUGACIJA Z DONORJEMA MG1655Ch pUC19i pOX38a IN MG1655Ch 
pUC19i pOX38 
 
Zaradi neuspelih poskusov z donorjem MG1655Ch pKJK5 smo za spremljanje konjugacije 
v realnem času potrebovali nov sistem za zaznavanje uspešnosti konjugacijskega prenosa. 
Donorskemu sevu smo zamenjali konjugativni plazmid pKJK5 za pOX38a. Po tem, ko smo 
iz seva MG1655Ch pKJK5 odstranili plazmid, smo v prazen MG1655Ch s transformacijo 
vstavili pUC19i, ki ima protein imunosti proti kolicinu. S konjugacijo smo vstavili še 
konjugativen plazmid pOX38a oziroma pOX38. pOX38a ima kolicinogeno aktivnost in po 
konjugacijskem prenosu v recipienta povzroči propad recipienta. To pa bi zaznali s 
fluorescenčnim barvilom, ki se veže na fragmentirano DNA. Tako barvilo je propidijev 
jodid.  
 
Frekvenco konjugacije donorja MG1655Ch pUC19i pOX38a oziroma MG1655Ch pUC19i 
pOX38 in recipienta DH5α smo določali v tekočem gojišču LB in minimalnem gojišču M9. 
Da bi se prepričali ali so kolonije na selekcijskih gojiščih s kloramfenikolom (Cm) in 
nalidiksični kislini (Nal) zares transkonjugante in ne donorji, ki bi pridobili odpornost proti 
nalidiksični kislini (Nal) smo uporabili trdno gojišče MacConkey-agar. Donorji in recipienti 
oziroma transkonjugante se na gojišču razlikujejo po barvi kolonij zaradi razlike v 
sposobnosti fermentacije laktoze. Frekvenca konjugacije z donorjem MG1655Ch pUC19i 
pOX38a je pričakovano nižja, saj ima sev kolicinogeno aktivnost, ki vodi v propad 
transkonjugante in le te nato na selekcijskem gojišču ne morejo zrasti. Transkonjugante smo 
vseeno dobili. Tu bi bilo smiselno preveriti, če so transkonjugante kolicinogene in so 
pridobile konjugativen plazmid. Lahko, da so bile nekatere recipientske celice odporne in so 
zato zrasle na selekcijskem gojišču. Pričakovali smo, da bo frekvenca konjugacije z 
donorjem MG1655Ch pUC19i pOX38 bistveno slabša v minimalnem gojišču M9 zaradi 
primanjkovanja hranil, vendar je bila primerljiva kot v tekočem gojišču LB. Z donorjem 
MG1655Ch pUC19i pOX38a pa transkonjugant v minimalnem gojišču M9 nismo dobili. 
Nepričakovan je bil rezultat, ki je prikazan v preglednici 8. Preglednica nam prikazuje, da 
se število recipienta med inkubacijo konjugacijske zmesi z donorjem MG1655Ch pUC19i 
pOX38a minimalno znižuje. Rezultat nakazuje na zelo majhno verjetnost, da bi to dokazali 
z mikroskopom.  
 
Ker smo poskuse z mikroskopom izvajali na drugi lokaciji smo preverili tudi vpliv 
prenašanja bakterij iz ene lokacije na drugo na frekvenco konjugacije. Kot je razvidno iz 
preglednice 11 prenašanje bakterij ne vpliva na frekvenco konjugacije. Z mikroskopom smo 
z optično pinceto približali bakterijsko celico donorja in recipienta. Pred tem smo preparatu 
dodali propidijev jodid, s katerim bi zaznali lizo celice po konjugaciji oziroma spremenjeno 
prepustnost membrane zaradi delovanja kolicina. Vendar pojav fluorescence nismo zaznali. 
Preverili smo kolicinogenost donorskega seva z indikatorskim sevom DH5α. Iz slike 8 so 
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razvidne cone lize okoli kolonij, kar nakazuje na inhibicijo rasti indikatorskega seva in 
kolicinogeno aktivnost donorskega seva. 
 
Z mikroskopom smo opazovali tudi recipientski sev DH5α ob dodatku supernatanta s 
kolicinom E7 s propidijevim jodidom in pričakovali pojav fluorescence zaradi delovanja 
kolicina E7. Pojav fluorescence nismo zaznali, kar nakazuje na to, da kolicin E7 ne 
poškoduje celične membrane oziroma ne spremeni njene integritete dovolj za vstop 
propidijevega jodida in njegovo vezavo na fragmentirano DNA. 
 
5.3 KOLICINOGENOST SUPERNATANTA S KOLICINOM E7 
 
Delovanje kolicina E7 smo preverjali na več različnih načinov. Na sliki 9 lahko vidimo 
delovanje različno redčenega kolicina na indikatorski sev DH5α. Cone lize predstavljajo 
inhibicijo rasti in so prisotne pri vseh razen pri 10000 × redčenemu supernatantu s kolicinom 
E7, ki ne inhibira rasti. Manj kot je redčen kolicin E7, večja je cona lize. Nato smo preverili 
delovanje neredčenega in 100 × redčenega na rast recipientskega seva DH5α. Spremljali smo 
rast recipienta v tekočem gojišču LB in pufru PBS. Tekoče gojišče LB smo uporabili zato, 
ker so celice sposobne rasti in pufer PBS, ker celice v njem ne rastejo. Želeli smo ugotoviti 
ali rast vpliva na delovanje kolicina. Iz slik 10 in 11 je razvidno, da kolicin E7 deluje na 
recipientski sev bakteriocidno. Število CFU/mL bakterijske kulture DH5α se v gojišču LB 
in pufru PBS že po eni uri močno zniža ob dodatku neredčenega kolicina. Ob dodatku 100 × 
redčenega število CFU/mL narašča v LB in minimalno zniža v pufru PBS, kar je 
pričakovano, saj nimajo pogojev za rast in je to vzrok znižanja števila CFU/mL. Vidimo 
lahko, da vrednost optične gostote pri valovni dolžini 600 nm narašča pri vseh merjenjih 
razen pri kulturi v gojišču LB z dodanim neredčenim kolicinom E7, kjer se ustavi in ne 
znižuje. To se sklada s tem, da z mikroskopom nismo zaznali propadlih celic s propidijevim 
jodidom po dodatku kolicina. Bakterije imajo poškodovano DNA in niso sposobne tvoriti 
kolonije na trdnem gojišču, vendar glede na optično gostoto ne lizirajo. Za naš poskus bi 
želeli, da se vrednost optične gostote ne bi ustavila ampak znižala. To bi pomenilo, da celice 
po delovanju kolicina lizirajo in imajo prepustno membrano za vdor propidijevega jodida. 
Število CFU/mL kulture z dodanim 100 × redčenim kolicinom E7 narašča, kar potrjuje tudi 
rezultate merjenja optične gostote pri valovni dolžini 600 nm. Iz tega, da 100 × redčen ne 
deluje, ker je premalo kolicina, lahko sklepamo, da celice ne lizirajo in se kolicin ne sprosti 
v okolje in ubije več celic. Pri vseh merjenjih v gojišču LB je po 24 urah opaziti ponovno 
rast, ker nekatere celice verjetno razvijejo odpornost in lahko rastejo. 
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6 SKLEPI 
 
• Na podlagi dobljenih rezultatov sklepamo, da naša metoda priprave mikroskopskega 
preparata ni primerna za sledenje bakterijske konjugacije z mikroskopom. 
 
• Neredčen kolicin E7 ustavi rast oziroma deluje bakteriocidno na bakterijski sev. 
 
• Kolicin E7 deluje protimikrobno na bakterijski sev DH5α, vendar ne pride do takšne 
spremembe prepustnosti membrane, da bi propidijev jodid lahko vstopil. 
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7 POVZETEK 
 
Večkratno odporne bakterije so nevarne predvsem zaradi razvijanja novih odpornosti in 
širjenje le teh na ostale bakterije z različnimi prenosi genetskega materiala. Zato je vedno 
večja potreba po razvijanju novih antibiotikov. Priljubljena postaja uporaba bakteriocinov, 
kot alternativa antibiotikom. Razvili so že na konjugaciji temelječe protibakterijske 
dejavnike. Enega od teh smo poskušali vizualizirati z mikroskopom s fluorescenčnimi 
proteini in barvilom. Namen te naloge je bil tudi ugotoviti vpliv kolicina E7 na rast 
recipientskega seva. Zanimalo nas je tudi, ali celica po delovanju kolicina lizira in če se 
spremeni prepustnost membrane. 
 
Z mikroskopom smo poskusili vizualizirati konjugacijski prenos dveh različnih donorjev. 
Pri donorju MG1655Ch pKJK5 smo imeli težave, ker se ni pojavila fluorescenca GFP. 
Predvidevali smo, da se protein sintetizira prepočasi ali se ne sintetizira zaradi pomanjkanja 
kisika. Z drugim donorjem MG1655Ch pUC19i pOX38a, ki je imel na konjugativnem 
plazmidu gen za toksin oziroma kolicin ni prišlo do dovolj velike spremembe prepustnosti 
membrane v recipientskem sevu, da bi to lahko dokazali z fluorescenčnim barvilom, ki se 
veže na fragmentirano DNA.  
 
Preverili smo tudi delovanje izoliranega kolicina. Kolicin E7 je DNaza in nespecifično reže 
DNA. Ugotovili smo, da kolicin v dovolj veliki koncentraciji zniža število CFU/mL. Z 
merjenjem optične gostote smo pokazali, da kolicin ustavi rast bakterijskega seva. 
Domnevamo, da je celica tako poškodovana, da ni zmožna tvoriti kolonije na trdnem gojišču, 
vendar do lize ne pride, ker ni znižanja optične gostote. 
 
Zaključili smo, da s fluorescenčnim mikroskopom lahko približamo donorsko in 
recipientsko celico. Za uspešno konjugacijo pa nismo zagotovili pravih pogojev. Ena od 
rešitev bi bila mikrofluidična komora, kjer lahko ves čas zagotavljamo razmere, ki so 
potrebni. Kolicin E7 deluje bakteriocidno na recipientski sev in po 24 urah lahko celice 
razvijejo odpornost in rastejo naprej. 
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PRILOGE 
 
Priloga A: Agarozna gelska elektroforeza izolacije plazmida pUC19i. 
 
Legenda: (A) Standardna lestvica, »GeneRulerTM 1 kb DNA«; (B) s kompletom »GeneJET Plasmid Miniprep 
Kit« izoliran plazmid pUC19i. 
 
Priloga B: Frekvenca konjugacije donorja MG1655Ch pUC19i pOX38 in recipienta DH5α 
po 1 h v tekočem gojišču LB z vplivom prenašanja in brez. Prikazane so tri ponovitve. 
 
 s prenašanjem brez prenašanja 
 
 Pred konjugacijo Po 1 uri Pred konjugacijo Po 1 uri 
 
Število recipienta 
2,3*106 1,8*106 2,0*106 3,5*106  
5,8*105 7,8*105 3,4*106 1,1*106  
4,2*105 5,3*105 7,5*105 8,3*105  
Število donorja 
8,4*106 6,0*106 4,2*106 5,7*106  
2,2*107 6,6*107 3,0*107 6,5*107  
1,2*107 2,2*107 2,2*107 5,0*107  
Število transkonjugant 
0 1,8*105 0 3,9*105  
0 3,6*104 0 5,2*104  
0 4,8*104 0 6,8*104  
Frekvenca konjugacije 
 1,0*10
–1  1,1*10
–1  
 4,6*10
–2  4,7*10
–2  
 9,1*10
–2  8,2*10
–2  
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Priloga C: Vrednosti optične gostote pri 600 nm bakterijske kulture DH5α v tekočem 
gojišču LB z dodanim neredčenim in 100 × redčenim kolicinom. Podane so tudi razlike med 
vzorci in kontrolami. 
 Čas 
Neredčen 
ColE7 Kontrola Δ 
Neredčen 
ColE7 Kontrola Δ 
Neredčen 
ColE7 Kontrola Δ 
0 h 0,218 0,218 0 0,197 0,197 0 0,17 0,17 0 
1 h 0,367 0,404 0,04 0,356 0,385 0,03 0,31 0,328 0,02 
2 h 0,389 0,589 0,20 0,385 0,565 0,18 0,334 0,505 0,17 
3 h 0,392 0,735 0,34 0,37 0,747 0,38 0,332 0,693 0,36 
4 h 0,382 0,802 0,42 0,371 0,886 0,52 0,318 0,843 0,53 
5 h 0,368 0,886 0,52 0,363 1,27 0,91 0,337 1,253 0,92 
24 h 0,58 1,93 1,35 0,835 2,527 1,69 1,059 2,389 1,33 
 
 
Priloga D: Število CFU/mL bakterijske kulture DH5α v tekočem gojišču LB z dodanim 
neredčenim in 100 × redčenim kolicinom. 
Čas Neredčen ColE7 Kontrola Neredčen ColE7 Kontrola Neredčen ColE7 Kontrola 
0 h 2,0*107 2,0*107 3,7*107 3,7*107 1,6*107 1,6*107 
1 h 2,8*102 3,3*107 4,5*102 7,0*107 3,2*103 5,5*107 
2 h 2,0*102 3,1*107 5,5*102 6,8*107 5,9*102 6,2*107 
3 h 7,0*102 1,5*108 5,3*102 1,4*108 6,7*102 1,1*108 
4 h 3,6*102 2,9*108 2,7*103 2,3*108 6,7*102 9,0*107 
5 h 1,1*103 2,4*108 4,4*103 3,3*108 5,1*103 3,0*108 
24 h 1,5*108 2,2*108 1,2*108 5,7*108 2,1*108 5,1*108 
 
Čas 100 × redčen ColE7 Kontrola 100 × redčen ColE7 Kontrola 100 × redčen ColE7 Kontrola 
0 h 2,5*107 2,5*107 3,0*107 3,0*107 2,0*107 2,0*107 
1 h 2,0*107 3,3*107 5,2*107 5,7*107 1,3*107 3,3*107 
2 h 2,0*107 2,9*107 5,4*107 6,2*107 4,0*107 5,6*107 
3 h 4,8*107 1,5*108 9,5*107 1,1*108 2,6*107 6,2*107 
4 h 1,2*108 2,1*108 2,5*108 1,8*108 5,0*107 1,1*108 
5 h 1,4*108 2,2*108 2,4*108 2,7*108 2,5*108 2,9*108 
24 h 2,3*108 3,6*108 5,9*108 5,3*108 6,9*108 6,0*108 
Čas 
100 × redčen 
ColE7 Kontrola Δ 
100 × redčen 
ColE7 Kontrola Δ 
100 × redčen 
ColE7 Kontrola Δ 
0 h 0,218 0,218 0 0,216 0,216 0 0,162 0,162 0 
1 h 0,391 0,388 0 0,41 0,431 0,02 0,343 0,349 0,01 
2 h 0,552 0,598 0,05 0,561 0,58 0,02 0,492 0,499 0,01 
3 h 0,671 0,747 0,08 0,746 0,757 0,01 0,637 0,698 0,06 
4 h 0,732 0,805 0,07 0,881 0,89 0,01 0,757 0,819 0,06 
5 h 0,77 0,87 0,10 1,111 1,234 0,12 1,093 1,124 0,03 
24 h 1,68 2,03 0,35 2,452 2,354 -0,10 2,005 2,192 0,19 
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Priloga E: Vrednosti optične gostote pri 600 nm bakterijske kulture DH5α v pufru PBS z 
dodanim neredčenim in 100 × redčenim kolicinom. Podane so tudi razlike med kontrolami 
in vzorci. 
Čas 
Neredčen 
ColE7 Kontrola Δ 
Neredčen 
ColE7 Kontrola Δ 
Neredčen 
ColE7 Kontrola Δ 
0 h 0,246 0,246 0 0,282 0,282 0 0,218 0,218 0 
1 h 0,215 0,224 0,01 0,214 0,218 0 0,193 0,225 0,03 
2 h 0,205 0,215 0,01 0,196 0,207 0,01 0,217 0,24 0,02 
3 h 0,243 0,216 -0,03 0,239 0,226 -0,01 0,189 0,296 0,11 
4 h 0,193 0,216 0,02 0,184 0,204 0,02 0,184 0,192 0,01 
5 h 0,191 0,245 0,05 0,186 0,213 0,03 0,18 0,182 0 
24 h 0,092 0,127 0,04 0,056 0,118 0,06 0,032 0,07 0,04 
 
Čas 
100 × redčen 
ColE7 Kontrola Δ 
100 × redčen 
ColE7 Kontrola Δ 
100 × redčen 
ColE7 Kontrola Δ 
0 h 0,24 0,24 0 0,193 0,193 0 0,245 0,245 0 
1 h 0,223 0,235 0,01 0,182 0,187 0,01 0,238 0,246 0,01 
2 h 0,197 0,214 0,02 0,172 0,192 0,02 0,216 0,225 0,01 
3 h 0,19 0,203 0,01 0,176 0,185 0,01 0,219 0,213 -0,01 
4 h 0,178 0,197 0,02 0,163 0,178 0,02 0,219 0,226 0,01 
5 h 0,198 0,192 -0,01 0,163 0,172 0,01 0,2 0,212 0,01 
24 h 0,093 0,087 -0,01 0,095 0,075 -0,02 0,109 0,112 0 
 
Priloga F: Število CFU/mL bakterijske kulture DH5α v pufru PBS z dodanim neredčenim 
in 100 × redčenim kolicinom. 
Čas Neredčen ColE7 Kontrola Neredčen ColE7 Kontrola Neredčen ColE7 Kontrola 
0 h 4,5*107 4,5*107 1,7*107 1,7*107 1,6*107 1,6*107 
1 h 9,0*102 7,4*107 8,1*104 2,4*107 3,0*105 2,1*107 
2 h 7,0*102 7,2*107 3,0*102 6,8*107 2,8*102 5,5*107 
3 h 3,0*102 6,5*107 3,6*102 3,4*107 2,5*102 2,5*107 
4 h 5,0*102 6,5*107 3,0*102 4,3*107 2,2*102 3,9*107 
5 h 7,0*102 7,1*107 2,8*102 5,5*107 2,7*102 4,4*107 
24 h 9,1*102 4,1*107 1,2*102 2,5*107 1,0*103 7,9*106 
 
Čas 100 × redčen ColE7 Kontrola 100 × redčen ColE7 Kontrola 100 × redčen ColE7 Kontrola 
0 h 1,5*107 1,5*107 1,0*107 1,0*107 2,8*107 2,8*107 
1 h 8,8*106 3,3*107 8,7*106 1,7*107 2,2*107 3,9*107 
2 h 7,4*106 4,3*107 3,1*107 1,4*107 5,5*107 5,0*107 
3 h 2,2*106 2,7*107 2,1*107 2,5*107 4,2*107 6,1*107 
4 h 3,5*106 2,4*107 2,2*107 3,8*107 4,2*107 5,4*107 
5 h 1,7*106 4,4*107 1,9*107 3,3*107 3,8*107 4,8*107 
24 h 4,4*105 7,1*106 3,7*106 5,6*106 1,8*107 2,3*107 
 
